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OZET

Oositler enerji ihtiyaclarini, mitokondriyonlarda gergeklesen oksidatif fosforilasyonla
saglarlar. Mitokondriyal DNA'nin (mtDNA), mitokondriyon i¢ zarinin i¢ kisminda, reaktif
oksijen turleri (ROS)larin Uretildigi yerde bulunmasi nedeniyle, oksidatif hasara ugrar.
Mitokondriyonlarda uretilen ROS nukleer DNA (nDNA)daki hasari indikleyerek
yaslanmaya katkida bulunur. Olusan DNA hasarinda okside bazlarin tamirinde,
mitokondriyal ve nukleer DNA’nin kullandigi baglica tamir mekanizmasi baz ekzisyon
tamiri (BER)'dir. mtDNA'nin DNA tek zincir kirik tamir mekanizmasi kullandigina dair
veriler vardir. Bu bilgiler 1s1ginda calismamizda yasin oosit mitokondriyonu (zerine
etkisinin gesitli molekiler genetik ve immunofloresan yéntemlerle belirlenmesi amaglandi.
Calismada, gen¢ (n=5) ,(3-4 ay) ve yaslh (n=5), (9-12 ay) FVB disi farelere ovulasyon
indiksiyonu yapilarak artan sayida oositler toplanti. Her bir oositte, mtDNA tamir
yolaklarinda yer alan mitokondriyal transkripsiyon faktor A (TFAM) , Nei-like DNA
glikozilaz1(NEIL1), tirozil DNA fosfodiestereaz 1 (TDP1) ve poly ADP riboz 1 (PARP1)
genlerinin ifadelenmeleri kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR)
yontemi ile analiz edildi. Gen ekspresyon analizlerini dogrulamak amaciyla ise gen¢ ve
yash fare oositlerinde PARP1 ve TDP1 protein ekspresyonlari immunofloresan yontemi
kullanilarak belirlendi. mtDNA paketleme protein olan ve oksidatif hasarli mtDNA’ya
hasarsiz mtDNA’ya oranla daha fazla baglanan TFAM gen ekspresyonunun, yash fare
oositlerinde gen¢ fare oositlerine oranla anlamli derecede arttigi saptandi. BER'de yer
alan ve hasarli bazlar Uzerine etkili ¢ift fonksiyonlu bir DNA glikozilaz olan NEIL1 gen
ekspresyonu, yasli fare oositlerinde geng farelere oranla azalmis olarak saptandi. DNA
tek zincir kiriklarinda sensoér goérevi goren bir protein olan PARP1 ve DNA tamir enzimi
olan ve DNA tek zincir kirik tamirinde goérev alan TDP1 gen ekspresyonlari
degerlendirildiginde ise her iki gene ait ekspresyonlarin yagl fare oositlerinde geng
farelere kiyasla, anlaml derecede yiiksek oldugu gdzlendi. immiinofloresan boyamalarda
da yash fare oositlerinde genc farelere kiyasla PARP1 ve TDP1 protein ifadelenmesinde
parallel artig belirlendi. Sonug olarak yasli oositlerde TFAM'in yuksek ve NEIL1’in dusuk
ifadelenmesi, yasla birlikte oksidatif DNA hasarinin birikmesinden dolayr DNA tamirindeki
azalmanin g0stergesi olarak kabul edilirken, PARP1 ve TDP1 gen ve protein
expresyonlarindaki yasa bagli paralel artig, oositlerde yasla birlikte DNA tek zincir
hasarinin arttig1 ve bu kiriklara dengeleyici bir tamir yanitinin oldugu kanisini dogurdu.
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ABSTRACT

Oocytes rely on energy produced by mitochondria via oxidative phosphorylation.
Mitochondrial DNA (mtDNA) locates on the inner side of the mitochondrial inner
membrane, where most reactive oxygen species (ROS) are generated, rendering it
susceptible to oxidative damage. Mitochondria contributes to the aging process, ROS
produced in the mitochondria induce damage on mtDNA. Base excision repair (BER) is
one of the main pathways for the repair of oxidized modifications both in nuclear and
mtDNA. There is some evidence that mtDNA use single strand break repair.The aim of
the study is to determine the effect of aging on mitochondria of the oocytes by using
several molecular genetic and immunofluorescence tecniques. We performed ovulation
induction to young (n=5), (3 to 4 months) and old (n=5), (9 to 12 months) FVB female
mice and collected the oocytes. We analyzed the expression of mithocondrial transcription
factor A (TFAM) , Nei-like DNA glycosylases (NEIL1), tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1
(TDP1) and poly ADP-Riboe polymerase (PARP1) genes that are involved in mtDNA
repair pathways, by quantitative real-time polymerase chain reaction (gRT-PCR in
individual oocytes). To confirm the findings of gene expression studies we also analyzed
the protein expression of PARP1 and TDP1, in young and old mouse oocytes by using
immunofluorescence staining. We found that the expression of TFAM, a packaging protein
that binds to oxidatively-damaged mtDNA with greater avidity than to undamaged mtDNA,
was significantly increased in old oocytes compared to young ones. NEIL1 is invoved in
BER and codes for bifunctional glycosylases that act on damaged bases. We found that
the expression of NEIL1 was reduced in older oocytes. PARP1 is a nuclear protein that
serves as a sensor of ssDNA breaks and TDP1 is a DNA repair enzyme, which
participates in the repair of mtDNA. We found that the expressions of TDP1 and PARP1
were significantly higher in old oocytes compared to young ones. We observed a parallel
increase in the protein expression of PARP1 and TDP1, in old mouse oocytes by using
immunofluorescence staining. in conclusion, the higher expression of TFAM and lower
expression of NEIL1 in older oocytes, suggests that there may be an age-related decline
in DNA repair in aging oocytes resulting in accumulating ROS. The parallel increase of
gene and protein expression of PARP1 and TDP1 with the age, suggest that single-strand
damage is also increased in oocytes with age and there may be a compensatory
response to repair these breaks.
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1. GIRIS

insan disi ireme sistemi diger viicut sistemleriyle karsilastirildiginda ¢ok daha hizli
yaslanir. Ovaryum yaslanmasi, folikil sayisinin kademeli olarak azalmasi ve es

zamanli olarak da oosit sayisinda ve kalitesindeki dusus olarak tanimlanir [1].

Oositler fotal gelisim surecinde olusur. Fotal gelisimin 4. ayinda, ovaryumlarda 6-7
milyon oosit tek katli yassi granuloza hucreleriyle ¢evrelenerek primordiyal folikdl
havuzu olusur [2-4]. Bu havuz gelisen folikil kaynagi olarak hizmet eder.
Primordiyal folikUller cok uzun yillar (40 yila kadar) dinleme halinde kalabilir [5-7].
Pubertenin baslamasiyla, her ay, primordiyal folikil havuzundaki bir miktar folikdl
aktive edilir ve sirasiyla primer, preantral ve antral folikile farklanirlar. Sonunda
sadece bir foliklil (dominant folikul) pre-ovulatuvar evreye erisir, digerleri ise

gelisimin farkl evrelerinde atreziye ugrar [5-8].

Es zamanli olarak oosit sayisi da azalir. Dogumda ovaryumda yaklasik 1-2 milyon
folikil bulunurken [9] pubertenin baslamasiyla sayilari 300 000-500 000’e duser
[10]. Ureme hayati boyunca ise primordiyal folikiil sayisi her ay sabit bir oranla
yaklagik 1 000 folikil olmak Uzere azalir [11,12]. Ancak primordiyal folikullerin
%99,9'dan fazlasi geligsimin farkli evrelerinde atreziye ugrar ve sadece yaklagik

400-500 folikdl insan yasam suresinde ovulasyon ile atilir [11].

Daha once yapilan calismalarda kadinlarda 30 yasindan sonra fekonditenin
dereceli olarak azaldigi saptanmistir [13,14]. Ureme yaslanmasinin ilk belirtisi
menstruel siklus uzunlugunun 2-3 gun kisalmasidir [15]. Menstruel siklus
dizensizlestiginde ilk akla gelen folikll sayisinin azalmaya dogru gittigidir. Mevcut
folikullerin yetersizligi, menstrual kanama araliklarinin uzamasina veya kanamanin
olmamasina yol agar. Ovaryum yaslanmasinin bu agsamasi menopoza gegcis olarak
tanimlanir [16]. Menopoza gegisin baslangi¢ periyodu, 34-54 yas araliginda,
ortalama 46 yasinda gergeklesir [17,18]. Son menstruel periyod, ovaryumlarda
yaklasik 1 000 folikil kaldiginda, 40-60 yaslar arasinda ortalama 51 yasinda
gerceklesir [12].



Ovaryum yasglanmasiyla birlikte oosit kalitesi de duser, dusuklerde ve kromozomal
anomalilerde artma gozlenir ve bu olaylar genellikle 35 yasindan sonra olur [10,19-
21]. ileri kadin vyaslarinda oosit kalitesindeki azalmanin nedeninin mayotik
ayriimama oldugu ve bu durumun embriyoda andploidi ile sonuglandidina inanilir
[22,23].

Genel olarak yagla birlikte, oosit kalitesine ve sayisina etki eden faktorler net
olarak tanimlanamamistir. Fakat birgok faktér ovaryum yaslanmasini
etkilemektedir, bunlar arasinda genetik faktorler, mikrogevresel faktorler ve

patolojik faktorler sayilabilir [24].

Oosit sitoplazmasi iginde ¢ok sayida bulunan mitokondriyonun, oositin fonksiyonel
butinlugu, hucresel devamhligi ve geligsim sireci igcin 6nemlidir. Memeli oositinde
yaklasik olarak 100 000-200 000 mitokondriyon DNA (mtDNA) vardir.
Postimplantasyon evresine kadar mtDNA replikasyonu olmadigindan oositler her
turld  mitokondriyal bozukluga karsi hassastir. Ooplazmada bulunan
mitokondriyonlarin esas gorevi fertilizasyon ve implantasyon &éncesi embriyo

gelisimi icin ATP Uretmektir [25].

Oksidatif fosforilasyonda yer alan 92 gen tanimlanistir. Bunlardan 13 tanesi
mtDNA’sinda, 79 tanesi niklear DNA (nDNA)’ da kodlanir [26]. mtDNA, nDNA’ ya
oranla daha fazla hasara duyarh kalir ancak mtDNA da tamir mekanizmalari
vardir. mtDNA tamir mekanizmasinin baslicasi, baz ekzisyon tamiri (BER) dir
[27,28]. BER; reaksiyon kaskadlari temeline dayanir, dncelikle hasarli bazi tespit
eder ve tanir, bu basamaklari enzimatik islem sureci izler, bu durum lezyonu

uzaklastirmaya ve genomik butlnlagu yeniden olusturmaya yardimci olur [29].

Nuklear solunum faktér 1 (NRF1) ve TFAM, cesitli dokularda mtDNA replikasyonu
ve transkripsiyonunu duzenlerler [30]. TFAM, insan mtDNA’sinin D-lobunda, agir
ve hafif zincir promotor kisimlarina sekans baglanmasinda énemli rol oynar. Bu
promotor, mtDNA transkripsiyonu ve replikasyonu dudzenleniminin kontrol alani

olarak davranir [31].



Yapilan c¢alismalar kalitsal mitokondriyon bozukluklarinin erken insan gelisimi
sirasinda mikrotubul organizasyonunu, kromozomlarin ayriimasini, hucre siklusu
surecini, kompaksiyon, kavitasyon ve blastosist evrelerini olumsuz yonde
etkiledigini gostermistir. Mitokondriyon ile iligkili degisiklikler oosit kalite ve geligim
yeterliliginin belirtecidir [32,33].

Basta mitokondriyal elektron transportu olmak Uzere gesitli sentez ve degradasyon
reaksiyonlarinda reaktif oksijen artnleri (ROS) olusmakta ve
prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda gelisen
oksidatif stres, gesitli mekanizmalar ile biyomolekullere hasar vermektedir. ROS
olusumundaki artig, antioksidan enzim duzeylerindeki azalma ve/veya DNA
onarim mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin artmasina neden
olmaktadir. Oksidatif hasara bagli olarak DNA'da, tek ve cift zincir kiriklari, abazik
alanlar, baz modifikasyonlari (baz katilimi, bazlarda yeniden dizenlenme), seker
hasari meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir
[34,35]. mtDNA’da oksidatif hasar ve bu hasara bagli mutasyonlarin yaslanma
surecinde 6nemli oldugu ve mitokondriyonlarin yaslanmada anahtar rol oynadiklari

Miquel ve ark. tarafindan 1980°de acgiklanmigstir [36].

Yapilan 6n calismalarda, DNA onarim mekanizmalarinda yasa baglh degisimler
oldugu belirlenmigtir [37]. Bu degisimlerin mtDNA'da da aktif olarak
gozlenebilecegdi hipotezinden yola c¢ikarak calismamizda, oositlerde yaslanmayla
baglantii  mtDNA tamir mekanizmalarindaki degisikliklerin molekuler genetik
teknikler ve immunofloresan yontemleri ile incelenmesi amaglanmistir.
Calismamizin sonunda belirlenecek 6nemli oosit yaslanma genlerinin ileride
terapotik hedef haline gelebilecedi ve sonugta oosit yaslanmasini geciktirecek

tedavileri gelistirilebilecegi kanisindayiz.






2. GENEL BILGI

2.1. Oosit Gelisimi (Oogenezis)

Olgun kadin ve erkek ureme hucreleri, intrauterin gelisimin 3. haftasinda vitellus
kesesi duvarinda beliren ilkel treme hucrelerinden gelisirler. Bu hucreler vitellus
kesesinden, gelismekte olan gonadlara ameboid hareketlerle go¢ eder ve 4.

haftanin sonu veya 5. haftanin basinda gonadlara ulasirlar.

Primordiyal germ hicreleri disi gonada ulasinca oogonyumlara farklanir.
Oogonyumlar ard arda mitozla ¢ogalarak 3. ayin sonunda kimeler olustururlar ve
bir sira yassi epitel hucreleriyle gevrelenirler. Bu kiime igindeki oogonyumlarin
tumu olasilikla tek bir ilkel germ hicresinden gelisir. Oogonyumlari gevreleyen
yassi epitel hlicreleri ovaryumlari ¢gevreleyen ylzey epitelinden kdken alir ve folikul

hicreleri olarak adlandirilir.

Oogonyumlarin ¢ogu mitozla bolunmeyi surdurarken, bir kismi da buylyerek
primer oositlere farklanir. Olusan primer oositler hemen DNA’larini bir kat
arttirarak, birinci mayoz bolinmenin profaz evresine girerler. Birka¢ ay icinde
oogonyumlarin sayisi hizla artar ve gelisimin 5. ayinda, yaklasik 7 000 000’a
ulagir. Bu dénemden sonra baglayan hucre dejenerasyonuyla, oogonyumlarin ve
primer oositlerin buylk cogunlugu atretik hale gelir. 7. ayda yuzeye yakin
yerlesmis birkag oogonyum disinda ¢gogunlugu dejenere olur. Hayatta kalan primer
oositlerin tamami, birinci mayoz bolinmeye girmis ve her biri ayri ayri tek kath
yassi epitel hucreler ile gevrelenmigtir. Primer oosit, ¢evresindeki tek katl yassi

epitel hicreleriyle birlikte primordiyal foliklil olarak adlandirilir [38-40].

Dogumda, tim primer oositler l.mayoz bdélinmenin profaz evresindedir. Ancak,
bolinmenin metafaz ile devam etmesi gerekirken, primer oositler cekirdek
kromatinin seyrek ve duzensiz bir yapilasma gosterdigi birinci mayoz bolinmenin
profaz evresinin diploten evresine girerler ve puberteye kadar dinlenme halinde
kalirlar. Bu slre boyunca, oositin olgunlasmasi, folikil htcreleri tarafindan

salgilanan oosit maturasyon inhibitori tarafindan baskilanir.



Dogumda ovaryumlardaki primer oositlerin sayisinin, yaklagik 700 000 ile 2 000
000 arasinda degisir. Puberteye kadar bunlarin buyuk bolimu dejenere olarak
atretik hale gelir ve puberte baslangicinda bu sayi 400 000’e duser. Ancak, bir

kadinin Greme periyodu iginde 400-500 kadari ovulasyonla atilir.

Folikallerin buyumesi hipofizden salinan folikal uyarici hormon (FSH) ile, buylime
faktorleri olan; epidermal buyume faktort (EGF), insulin benzeri buyume faktori

(IGF-1) ile kalsiyum iyonlarinin etkisine baghdir

Pubertenin baslamasiyla, her ovaryum siklusunda 5 ile 15 arasinda degisen
sayida primordiyal folikil olgunlagsmaya baslar.Primordiyal folikil en ¢ok bulunan
ve en kuguk (25 um gapinda) olan yassi folikiler hicreleri tarafindan gevrelenmis
folikaldUr.Primordiyal folikuller , fotal ovaryumlarda gelistikten sonra bir dinlenme
evresine girer ve bu evrede bekler.Bekleme evresinden ¢ikan foliklllere primer
folikuller denir ve bunlar iki tiptir. Tek tabakali primer folikuller, etrafinda tek sirali
kubik folikuler hicreler bulunur.Cok tabakali primer folikuller, ¢gok katl ve ¢ogdalan
kubik hucrelerle gevrilidir. Cogalan bu hticrelere graniloza hticreleri, olusturduklar

katmana ise grantloza hucre katmani denir [38,41, 42].

Granuloza hucreleri bir bazal lamina Uzerine otururlar. Primer oosit evresinde,
primer oosit zona pellusida (ZP) ZP1, ZP2, ZP3 denilen 3 farkli glikoprotein
yapisinda bir madde salgilayarak, primer oosit hicre zariyla granuloza tabakasi
arasinda oositi ¢gevreleyen zona pelusida denilen bir tabaka olusturur.Grantloza
hlcrelerinin ince sitoplazmik uzantilari zona pellusidayr deler ve oositin
mikrovilluslariyla temas eder.Temas noktasinda oluklu baglantilar gecis
baglantilari bulunur [39, 41, 42]. Sonraki evrede, folikili cevreleyen stromal
hlcreler, teka denilen hucresel bir katman olusturacak sekilde duzenlenir. Teka
katmani daha teka interna ve teka eksterna olmak Uzere iki tabakaya
farklanir.Gelismekte olan folikilin bazal laminasina komsu, iyi damarlanmis teka
interna  tabakasi, bir androjen  prokursérid  olan  androstenediyonu
salgilar.Androstenediyon, testosteron Uretimi i¢in folikil hicrelerine tasinir.Daha
sonra testosteron aromataz tarafindan &stradiyole c¢evrilir.Folikiler hucreler,
Ostrojenin dogrudan Uretimi igin gerekli olan enzimlere sahip degildir.Bu nedenle

folikuler hucreler folikilogenez sirasinda steroid prekursorlarini Uretemezler.Teka



eksterna, bag dokusundan bir tabakadir ve ovaryumun stromasi ile devam
eder[41].

Folikul buytudukge granuloza hucreleri arasindaki i¢i sivi dolu bosluklar birikmeye
baslar. Bu bosluklar birleserek daha blytk bosluklari (antrum) olusturur. Folikller
antrumu dolduran sivi kan damarlarindan plazmanin sizmasiyla olusup yerel
salgilar ile metabolizma Uranleri ile modifiye hale gelir . Antrum sivisi (likor folikali),
hiyaluronat, steroidler, biyume faktorleri ve gonadotropinlerden zengindir. Bu
durumdaki folikile sekonder folikll denir [43]. Baslangigta ay seklinde olan antrum
zamanla buayur. Oositi ¢evreleyen granuloza hucreleri antrumun yaninda
bozulmadan kalarak kimulus ooforusu olustururlar. Ovulasyona yakin evrede
folikul giderek buytr ve olgun folikll olarak adlandirilan Graaf foliklli olusur. Graaf
folikali 15-20mm ¢apindadir[39,41, 44].

insanlarda Gonadotropin Salgilatici Hormon (GnRH) artisinin LH ve FSH
seviyesini duzenledigi ve bu sayede folikili ovulasyona goturdugu bilinmektedir.
Pubertede GnRH saliniminin baglamasi hipofizden FSH ve LH salinimini sitimle
eder. Hipofiz hormonlarinin etkisiyle ovaryumda 28-30 glin suren ovaryal dongu
sekillenir. Her dongude FSH etkisiyle folikil gelismeye baslar, gelisen follikllden
salgilanan ostrojen etkisi ile LH salinimi uyarlir ve ovulasyon gerceklesir. FSH
etkisi ile 5-15 adet follikil gelismeye baslasa da bunlardan ancak bir tanesi tam
anlamiyla olgunluga erisebilir. Digerleri atretik hale gelir. Hangi folikilin o ay
bliylime evresine girecegi ve dominant folikll olarak secilecegini belirleyen

faktorler bilinmemektedir [45].

Folikal olgunlagsmasi tamamlanirken primer oosit birinci mayoz bolunmesini
tamamlayarak buyuklUkleri farkli, ancak her biri haploid kromozomlu (n) (ADNA) 2
yavru hicre olusturur. Bu hicrelerden biri sitoplazmanin buayUk bir kismini iceren
sekonder oosit digeri ise ¢ok az sitoplazma igeren 1. kutup cismidir. 1. kutup cismi,
oositin hucre zari ile zona pellusida arasindaki perivitellin aralikta yer alir. Birinci
mayoz bolunme ovulasyondan hemen o6nce tamamlanir. Bundan hemen sonra

sekonder oosit DNA eslesmesi olmadan Il. mayoz bdlinmeye girer. Sekonder



oositte bolinme mekigi olusur. Kromozomlar ovulasyondan 3 saat dnce metafaz
plaginda dizildiklerinde ovulasyon gergeklesir ve oosit ovaryumdan disariya atilir.
[I. mayoz boélinme ancak sekonder oosit , bir spermiyumla doéllendigi zaman
tamamlanir. Déllenme gerceklesmez ise, ovulasyondan 24 saat sonra dejenere
olur [39].

2.2. Oosit Olgunlagmasi

Oosit olgunlasmasi nukleus ve sitoplazmada gergeklesen degisimleri tanimlamak
Uzere nukleer ve sitoplazmik olgunlagsma olarak ikiye ayrilir.NUkleer olgunlasma
oositin germinal vezikul (GV) evresinden, metafaz Il (MIl) asamasina kadar
gecirdigi sure¢ olarak tanimlanir. Nukleer olgunlasma; germinal vezikualin
yikilmasi (GVBD), kromozom yogunlagsmasi, Metafaz | (MI) plaginin olusumu,
homolog kromozomlarin ayrilmasi, birinci kutup cisimciginin atilmasi ve MIl deki

beklemeyi kapsar [46,47].

Sitoplazmik olgunlasma bu sirada meydana gelen yapisal degisiklikleri iceren
suregtir. Sitoplazmik olgunlasma, oositin normal bir fertilizasyon, boélinme ve

blastosist gelisimini dizgun sekilde gerceklestirebilmesini saglar [46].

Dogumda memeli oositi I.mayoz bdlinmenin profaz evresinin diploten
safhasindadir. Bu evre germinal vezikul evresi olarak bilinir. Puberteye kadar bu
evrede aklir, pubertenin baslamasiyla FSH ve LH’in folikul gelisimini uyarmasiyla,

mayoz bdolinme kaldidi yerden metafaz Il evresine kadar devam eder [48].

Olgunlasma sirasinda ¢ekirdek zari katlanir, zardaki porlar kaybolur. Cekirdek zari
geride kuguk keseler ve cift katl zar pargaciklari birakarak ortadan kaybolur [49].
Cekirdekgik sitoplazmayla temas eder etmez ortadan kalkar. Bu olaylar GVBD
olarak bilinir. GVBD mayozun devam etmeye basladiginin gozle gorulebilen ilk
sinyalidir [47]. Burada rol alan protein Cdk1’dir. Cdk1 aktive oldugunda g¢ekirdek
zarinin  iskeletini  olusturan laminin  filamentlerini  dimerlerine  bdlerek
depolimerizasyonunu saglar. Ayrica ¢ekirdek i¢ zarini ve g¢ekirdek porlarini da
fosforlayarak cekirdek zarini kiglik pargalar halinde sitoplazmaya dagilmasini
saglar. GVBD, sitoplazmik maturasyon promotor faktérin (MPF) aktivasyonu ile



gerceklesir. MPF’nin  buradaki bir diger fonksiyonu da kromozomlarin
kondensasyonunu saglamaktir. Sentez fazinda DNA replikasyonundan sonra
kohezin adli moleklller kardes kromatidleri birbirine tutturarak bir arada
kalmalarini saglar. Hicre M fazina girdiginde kohezinler sentromer bolgesi disinda
tum kromozom boyunca ortadan kaybolarak yerini kondensin adi verilen
proteinlere birakir. Kromozomlarin yogunlasmasi tam olarak anlagilamamis
olmasina ragmen kondensinlerin bunda anahtar rol oynadiklari bilinmektedir. MPF
aktive oldugunda kondensinleri fosforlayarak aktif hale getirir. Bu olaylar sonucu
kromozomlar yogunlagarak kisalir ve metafaz plaginda yerini alir. lyice kondanse
olan kromozomlar, mikrotlibulus duzenleyici merkez (MTOC)lerce olusturulan
mikrotubullerin meydana getirdigi mayotik ig ipligine baglanirlar. Bu asamada
metafaz evresine girilmistir ve kromozomlar olusturulan metafaz plagdi tGzerindedir.
Homolog kromozomlarin ayrilmasi ve kutuplara gocu anafaz | sirasinda
gerceklesir. Mikrotubuller homolog kromozomlara baglanarak birbirinden ayirir.
Her kromozom ciftinden biri bir yavru hicreye gider. Kardes kromatidler ise

birbiriyle birlesik durumlarini strdartr [50].

Telofaz I' (TI) de kromozomlar her iki kutupta ve c¢ekirdek zariyla cevrili
durumdadir.Memeli oositleri asimetrik sitokinez sureci ile geneti materyalin yarisini
birinci kutup cisimcigi olarak disar atar. ikinci mayoz bdlinme DNA replikasyonu
olmaksizin, gerceklesir ve oosit MIl'ye ulasir. Oosit MIl evresinde tekrar
beklemeye gecer. Bu bekleme asamasina MIl duraklama adi verilir. [l. mayoz

ancak fertilizasyon gergeklesirse tamamlanir [51].

Nukleer olgunlasma meydana gelirken ayni anda sitoplazik degisiklikler meydana

gelir. Bu degisiklikler oositi fertilizasyona hazirlar.



Sekil 2.1. Mayoz boélinmenin farkli evrelerinde kdpek oositinin floresans mikroskop
goruntusu [52]

2.3. Mitokondriyon

Mitokondriyonlar, kire, c¢omak, filament ve sarmal sekilli olabilirler.
Mitokondriyonlar, c¢ift zara sahiptir. Matriksi ¢evreleyen i¢c mitokondriyon zar ve
sitoplazmaya yakin olan dig mitokondriyon zar. Bu iki zar arasindaki alan,
intermembran aralik olarak adlandirilir. Mitokondriyon dis zari, 6-7nm kalinhdinda,
voltaj-bagimh anyon kanallari iceren duz bir zardir. Yaklasik 3nm c¢apindaki bu
blylk kanallar, en fazla 5 000 dalton olan, yiuksiz molekillere gegirgendir. Bu
kuguk molekuller, iyonlar ve metabolitler intermembran araliga gegebilirler ancak i¢
zara gegemezler. Mitokondriyon i¢ zari dis zardan daha incedir. Mitokondriyon i¢
zar1 matriks igine dogru kivrintilar yaparak, yuzey alanini arttiran, kristalar seklinde
dizenlenmistir Steroid metabolizmasinda yer alan bazi hiicrelerde, i¢ zar tibuler
veya vezikiller bir form olusturarak matriskte yer alir. i¢ zar, zardan iyonlari
gecirmeyen fosfolipid kardiolipinden zengindir. Kristayi olusturan zar proteinlerinin
uc onemli gorevi vardir: elektron-tagima zincirinin oksidasyon reaksiyonunu
gerceklestirmek, adenozin trifosfat (ATP) sentezi, metabolitlerin matriks igine ve

disina tagsinmasinin dizenlenmesi. Solunum zincirinin enzimleri i¢ zara baghdir ve
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bas kisimlari matrikse uzanir. Gegirimli elektron mikroskop (TEM) ’de bu enzimler
tenis raketi-seklinde gozlenir ve elementer partiklller olarak adlandirilirlar.
Elementer partiklllerin  baslari  yaklagsik 10nm c¢apindadir ve oksidatif
fosforilasyonu yiriiten ve ATP lreten enzimleri tasirlar. intermambran aralik, ic
zarda uretilen ATP igin gerekli 6zgun enzimleri igerir. Bu enzimler belirli kinazlar,

adenilat kinaz ve sitokrom c ‘dir.

Mitokondriyal matriksi, mitokondryon i¢ zari tarafindan g¢evrelenir. Martrikste, sitrik
asit déngustnde ve yag asitlerinin beta-oksidayonunda yer alan enzimler bulunur.
Matriksin baglica Urunleri CO2 ve indirgenmis nikotinamit adenin dinukleotit
(NADH)’dir. NADH, elektron tasima zinciri igcin elektron kaynagidir. Matrikste,
MtDNA, ribozomlar ve tasiyici ribontkleik asit (tRNA)’lar da bulunur [41].

2.3.1. Mitokondriyonlarda oksidatif fosforilasyon

ATP sentezi, oksidatif fosforilasyonla veya elektron tagsima sistemi (ETS) ile
gerceklesir. ETS, i¢ mitokondriyon zarinda gergeklesir ve bes protein kompleksi
icerir. ATP Uretimi icin, sitrik asit veya trikarboksilik yoluyla karbonhidratlardan,
beta oksidasyonuyla proteinlerden ve vyaglardan elde edilen indirgenmis
kofaktorler NADH ve flavin adenin dinukleotid (FADH2) ‘den elektronlarini,
kompleks 1’ den kompleks 2’aktarirlar. Bu elektronlar sirasiyla koenzime Q (CoQ)
ya gecerek CoQH ve sonrasinda CoQH2 olustururlar. CoQH2 elektronlarini
kompleks IIl'e transfer eder, kompleks Ill de sitokrom ¢’ ye transfer eder. Bu
elektronlar, sitokrom c’den kompleks IV'’e gecerler. Kompleks IV'de elektronu,
oksijene vererek su Uretimi olur. Enerji, kompleks I, lll ve IV tarafindan kullanilan
elektronlarin akigiyla serbest birakilir. Protonlar, mitokondriyon i¢ membrandan,
membranlar arasi araliga pompalanir. Bu proton gradienti, mitokondriyal membran
potansiyeli yaratir ve kompleks V, adenozin difosfat (ADP) ve inorganik fosfattan
ATP Uretir. ATP mitokondriyonu, sitozolik ADP tasiyicisini kullanarak, adenin

nukleotid taslyicisi araciligi ile terk eder [53-55].
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Sekil 2.2. Oksidatif Fosforilasyon [56]

2.3.2. Mitokondriyonlarda ROS uretimi

Oksidatif fosforilasyon sirasinda, mitokondriyonda endojen ROS uretilir. Kompleks
| ve Il deki fazla elektron, direkt olarak oksijene transfer olabilir ve superoksit
anyon olusabilir. Superoksit anyon matrikte, matriks enzimi manganez superoksid
dismutazla veya membranlar arasi aralikta, sitozolik enzim bakir/cinko tarafindan,
hidrojen peroksite doénusturular. Hidrojen peroksit, stperoksit anyondan daha
kararhdir ve sitoplazma ve g¢ekirdege diffuze olarak, redoks-duyarl sinyali aktive
edebilir. Hidrojen peroksit, mitokondriyonda ve sitoplazmada glutatyon peroksidaz
tarafindan, peroksizomlarda katalaz tarafindan suya indirgenebilir. indirgenmis
gecis metallerinin varlidinda, hidrojen peroksit, hidroksil (OH") radikaline
donustarulir. OH- en reaktif ROS’dur [55, 57-59]. ROS’ lar yuksek reaktif
molekullerdir ve oksidanlar gibi davranarak elektronlari, DNA’'dan, proteinlerden,
lipitlerden ve diger molekullerden alabilirler. Oksidatif hasarla sonuglanabilen ROS
aktivitesi, proteinlerin inaktivasyonu, biyolojik zarlarin batunligunan bozulmasi ve
genotoksisite ile sonuglanir. Yuksek seviyede ROS, apoptotik veya nekrotik
mekanizmalarla hicre dlumuana tetiklerken, dusik seviyede ROS, hicrede sinyal

molekulu olarak goérev alir [60-62].
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Sekil 2.3. Mitokondriyon ROS (retimi [56]

2.3.3. Mitokondriyon ve yaslanma

Oksidatif stres teorisinde normal fizyolojik kosullar altinda, aerobik organizmalarin
hlcrelerinde kronik derecede oksidatif stres bulundugu belirtilir. Bunun nedeni pro-
oksidanlar ile antioksidanlarin dengesizligidir. Bu dengesizlik, oksidatif hasarin
sabit dlzeyde birikmesiyle sonuglanir. Oksidatif hasar yasla birlikte artar ve bu
artis cesitli hicresel iglemlerde fonksiyon kaybina neden olur [63]. Bu teorinin

baska bir versiyonu da mitokondriyal teoridir.

Mitokondriyal teori, mitokondriyonun yaslanmaya katkisi olarak 6ngérulen ‘kisir
donglu ‘ olarak tanimlanir. Mitokonriyonlarda Uretilen ROS’un fosfolipidlere,
proteinlere ve nukleik asitlere zarar vermesi sonucunda mtDNA mutasyonlari
meydana gelir ve bu durum iglevsel olarak hasarli solunum zinciri alt Unitelerinin

sentezlenmesine yol acgar [64].

ROS’lardan kaynaklanan fonksiyon bozuklugu, membran potansiyelinde ve ATP
sentezinde azalmaya neden olur. Oksidatif hasara bagdl mutasyonlar artarken,
hasardan kaynakli koruyucu ve onarici proteinlerin azalmasi, mitokondriyonlarin
mutasyona yatkinligini arttirarak hucresel yaglanmayi hizlandirir [65]. En fazla

enerji gereksinimi olan doku ve organlardan; sinir sistemi, kalp ve iskelet kasi,
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bobrekler ve hormon ureten dokular, bu surecten en fazla etkilenenlerdir. Hucre,
doku ve organlarin etkinliginin digsmesi, yaslanma ve dejeneratif hastaliklar
tetikleyebilir [66, 67].

X
2 \‘a
FLEKTRON TRANSPORT ZINCIRI i
.. k<]
3 )
c )
23 3
: 2
@
“ mtDNA mmmonlan o ROS mtDNA mutzmmlm o
a 0 1<
o :
.. Oksidatif stres o
e
.. k2l
diy e .o
membran mtm\ A hznn °

Sekil 2.4. ROS tarafindan indiklenen mtDNA hasari [56]

2.3.4. Mitokondriyal DNA yapisi

Mitokondriyonlarin kendilerine ait DNA'lari vardir. insan mtDNA’s| maternal olarak
kalitsaldir. Mitokondriyon genomu 16,6 kilobaz uzunlugunda, dairesel, gift
zincirlidir. Cift zincirli mtDNA zincirinde Guanin ve Timin baz igeriginin farkhhgi, bu
zincirlerin agir ve hafifi zincir olarak ayrilmalarina neden olur [68]. mtDNA’da icteki
daire, pirimidinden zengin hafif zincir, distaki daire purinden zengin agir zincirdir

[69]. mtDNA’da genler arasinda aralik bulunmaz ve intron icermez [70,71].

MtDNA, nukleoidler olarak adlandirilan protein-DNA kompleksleri seklinde
matrikste organize olmustur[72].Nukleoidler memelilerde, yaklasik
100nm’dir.NUkleoidler histondan yoksundur ve mtDNA kopyalar igerir.
Mitokondriyal genomunun histonlardan yoksun olmasi mtDNA’nin nDNA’ya oranla

yaklasik 10 kat daha fazla mutasyona yatkin olmasina neden olur [73-75].
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Nukleoidler, TFAM tarafindan sikica paketlenirler. TFAM, ylksek mobiliteli grup
(HMG) aile uyesi bir proteindir ve©  mtDNA’yi tamamen sarar.TFAM, nukleoid

olusumunda ve mtDNA butlnliginde son derece énemli rol alir [76].

Sekil 2.5. TFAm mtDNA Elektron mikroskop goruntusu [72]

mtDNA da, 28 tanesi agir zincirde,9 tanesi hafif zincirde olmak Uzere toplam 37
gen kodlanir. mtDNA, oksidatif fosforilasyonda yer alan yaklagik 92 proteinin, 13
tanesini kodlar. Bunlar yapisal olarak oksidatif fosforilasyon enzim kompleksinin alt
birimleridir. Solunum zincirinde yer alan genlerin bir cogu mtDNA’'da kodlanir
sadece kompleks Il alt Unitesi nDNA tarafindan kodlanmaktadir[77]. Bunlar iginde,
7 tanesi NADH dehidrogenaz alt uniteleri (ND1,ND2,ND3,ND4, ND4L,ND5,NDG6)
kompleks I'e, 3 tanesi sitokrom C oksidaz (COIl, COIl, COIlll) kompleks IV’e, 2
tanesi (ATP6, ATP8) kompleks V’e ve 1 tanesi sitokrom b, de kompleks III’ e aittir,
24 tanesi de olgun RNA UrUnleridir [78].
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Sekil 2.6. insan mitokondriyon genomunun sekli [79]

mtDNA’nin replikasyon ve transkripsiyonu nDNA tafarindan kodlanan genler
tafarindan kontrol edilir. Mitokondriyonlarda yer aldigi bilininen tek polimeraz [80],
polimeraz gamma (POLG)dir. mtDNA’da yerdegistiren-lop (D-lop) ad verilen,
kodlanmamis, replikasyon ve transkripsiyon baslatici bolgeler iceren bir bdlge
bulunur [81]. mtDNA zincirlerindeki replikasyon baglatici alanlar agir ve hafif
zincirler icin sirasiyla OH ve OL olarak adlandirilir.
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mtDNA’lar proteinlerini, mitokondriyon matriksinde yer alan mitorobozomlarda
sentezlerler [82]. Mitoribozomlar sitoplazmada bulunan ribozomlardan farkhdir, gok
daha az RNA igerirler. Mitoribozomlarin 12S ve 16S’lik rRNA’lari mt DNA
tarafindan kodlanir[83].

mtDNA lezyonlari ve hasar tipleri

mtDNA surekli olarak i¢ veya dis kaynakli zararl ajanlara etkin kalir. Baglica 5 tip

mtDNA hasari vardir:

1.Alkilasyon hasar: Bu tur hasarlar kemoterapik ajanlar gibi ekzojen ve DNA'yi
metilleyebilen S-adenozilmetiyonin gibi endojen kaynakli olabilirler [84,85]. En
onemlisi, mitokondriyon S-adenozilmetiyonin’dir[86]. Daha 6nce yapilan

calismalarda endojen alkilasyon hasari gosterilmistir [87].

2.Hidrolitik Hasar: Bu hasar iki sekilde olusabilir: Glikozidik baglarin hidrolizi
sonucunda abazik kisimlarin olusumda ve bazlarin hidrolitik deaminasyonu

sonucunda, 6zellikle sitozin deaminasyonu, sonucunda olugabilir [85,88].

3. Eklerin olusumu: ki komponent arasinda ek bir reaksiyon Griiniiniin olusmasi
olarak tanimlanir[85]. Bu tur hasarlar 6strojen gibi endojen ve sigara gibi ekzojen

kaynaklara etkin kalinmasi sonucu olusabilir.

4.Yanlis Eslenmig Bazlar: Replikasyon sirasindaki hatalardan veya modifiye

bazlarin eslenmesinden kaynaklanabilir [89].

5. DNA zincir kiriklari: Tek zincir kiriklari (SSBs) [90] ve ¢ift zincir kiriklari olabilir
[91]. Her iki tip hasar, zararl ajanlarin direkt veya dolayli olarak stimulasyonundan

kaynaklanir.
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6. Oksidatif hasar: En o6nemli ve en vyaygin mtDNA hasar tipidir.
Mitokondriyonlarda Uretilen ROS, oksidatif hasarin kaynagidir.

mtDNA tamir mekanizmalari

Mitokondriyon i¢ zarinda, oksidatif fosforilasyon sirasinda uretilen ROS’lar,
endojen DNA hasarinin ana kaynagidir. mtDNA, mitokondriyon i¢ zarinin
cevreledigi matrikste yerlesiktir ve surekli olarak oksidatif hasara etkin kalir [92].
mtDNA, nDNA’ya oranla 10 kat daha fazla mutasyon biriktirir. BER, alkalizasyon,
deaminasyon veya oksidayon sonucun olusan DNA modifikasyonlarinin tamirinde
kullanilan en iyi karakterize yolaktir. BER, nukleusta ve mitokondriyonlarda
gerceklesir. Mekanizmalari ayni olmasina ragmen, mitokondriyonlar bagimsiz bir
BER yolagina sahiptir. Nukleer ve mitokondriyal BER yolagi reaksiyon kaskadina
dayanmaktadir. Buradaki amag¢ lezyonu uzaklastirmak ve genomik butunlugu
yeniden saglanmaktir. mtBER’in tim komponentleri, nukleusta kodlanip

mitokondriyonlara gonderilir [93].

Baz ekzisyon tamiri (BER)

BER, kisa-yamali BER (SP-BER) ve uzun-yamali BER (LP-BER) olmak Uzere iki
alt yolaktan olugsmaktadir ve herbir alt yolak 3 basamakta gergeklesir: lezyon

tanima ve zincir kesimi, bosluk doldurma ve ligasyonla tamir tamamlanir [94].

Kisa yamall-BER

BER yolagindaki ilk basamakta, hasarli baz DNA glikozilazlar tarafindan tespit
edilir ve uzaklastiriir. Tek fonksiyonlu ve gift fonksiyonlu olmak Gzere iki tip DNA
glikozilaz tanimlanmigtir. Mitokondriyonlarda tanimlanmig iki tane tek fonksiyonlu
DNA glikozilaz vardir: Urasil-DNA glikozilaz 1 (UNG1) ve Escherichia coli MutY
homologu (MYH) yer alir [95-97]. UNG,; ilk tanimlanan glikozilazdir ve DNA'dan,
sitozinin deaminasyonu sonucu meydana gelen veya dUMP’nin yanlis
eslenmesiyle meydana gelen Urasili uzaklastirir [98]. MYH, DNA replikasyonu

sirasinda, 8-oxoG’nin kargisina yanhs eslenmis adeninin ¢ikarilmasinda gorevlidir.
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Tek fonksiyonlu glikozilazlar tarafindan modifiye bazlarin taninmasi ve
cikarilmasinin ardindan purin veya pirimidini uzaklastiriimig, apurinik/apirimidinik
(AP) olarak tanimlanan, abazik bir bolge olusur. AP kismi, 5’ lezyon ucundan AP
endonukleaz1 (APE1) tarafindan kesilerek, 3’OH ve bloke 5’-deoksiribozofosfat
(dUP) grubu kalir [99]. 5’-deoksiribozofosfat grubu uzatilamaz ve daha ileri
islenmesi gerekir. AP endonukleazlar, DNA’'nin yeniden sentezi veya ligasyonu
icin, uygun DNA uclari meydana getirmek i¢in gorevli enzimlerdir. APE’nin memeli
dokularinda tanimlanmis iki tane izoformu vardir: APE1 ve APE2. APE1, memeli
hicrelerinde mitokondriyon ve c¢ekirdekte gerceklesen BER’de yer alan baslica
endonukleazdir [100].

Tekfonksiyonlu DNA glikozilazlarin aksine, ¢ift fonksiyonlu DNA glikozilazlar
instrinsik olarak AP-liyaz aktivitesine de sahiptirler. Cift fonksiyonlu glikozilazlar,
hasarli bazi tanirlar, hasarli bazdan N-Glikozilik bagi keserek uzaklastirilar,
bunlara ek olarak meydana gelen AP kismini (-eliminasyonu veya J3,0-
eliminasyon reaksiyonlariyla keserler [101]. B-eliminasyonu sonucunda, AP
kisminda 3’ fosfo-aB-unsaturated aldehit ve 5fosfat (5’P) ’li tek zincir kingi
birakirken, B,0-eliminasyonu, 3’'P ve 5P son uglu, tek nukleotidlik bir bogslukla
sonuglanir. Her iki durumda da son uclar uzatilamaz ve daha fazla islenmesi

gerekir.

Memeli mitokondriyonunda bilinen 4 tane c¢ift fonksiyonlu glikozilaz vardir bunlar:
8-oxoguanine DNA glikozilaz-1 (OGGL1), E. coli endonuclease 11l homologu NTH1,
Nei-like DNA glikozilaz 1 ve 2 (NEIL1 ve NEIL2 ) glikozilazlardir [98,102].
Bunlardan OGG1 ve NTH1, B-liyaz aktivitesine sahiptir, NEIL1 ve NEIL2 ise $3,0-

liyaz aktivitesine sahiptir.

BER'in ilk basamak Urinu bir tane tek zincir kingidir, bu SSB’in, 3’ veya
5'uglarindaki engelleyici gruplarin uzaklastirimasi gerekir. Ancak o zaman
uzaklastirirlan hasarli bazin yerine dogru baz yerlestirilir ve ardindan ligasyon

gerceklesir.

Tek fonksiyonlu glikozilazlar UNG1 veya MUTYHL, APE1 tarafindan
gerceklestirilen reaksiyon sonucu meydana gelen mtDNA’daki ¢entik 3'OH ve 5
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deoksiribozofosfat (5-dRP) son uglarina sahiptir. 5’-dRP grubu mitokondriyal
polimeraz y (Pol y)' nin dRPliyaz aktivitesi sayesinde uzaklastirilir. Bu polimeraz,
mtDNA’'nin hem replikasyonunda hemde tamirinde yer alir ve DNA polimeraz, 5’-3’
ekzonlkleaz ve dRP-liyaz aktivitelerine sahiptir [103]. Bu basamagin son Urinu
5P ve 3’-OH gruplarina sahip tek-zincir boglugudur. Cift fonksiyonlu glikozilazlar/
B-liyaz aktivitesine sahip, OGG1 ve NTH1 tarafindan meydana getirilen,
mtDNA’daki tek zincir kirigi, 5P ve 3’PUA son uglarina sahiptir. 3’PUA grubu,
APE7T’in fosfodiesteraz aktivitesiyle uzaklastirilir [94]. Olusan son urin, 5P ve
3’OH gruplarina sahip bir tek-zincir boglugudur. Cift fonksiyonlu DNA
glikozilazlar/B,d-liyaz aktivitesine sahip, NEIL1 ve NEIL2 tarafindan meydana
getirilen mtDNA’daki ¢entik 3'P ve 5'P son uglarina sahiptir. 3'P ucu, pointkleotid
kinaz 3’-fosfotaz (PNKP) tarafindan uzaklastirilarak 3’-OH ucu meydana getirilir

[104]. Son urun yine 5’P ve 3’-OH gruplarina sahip tek- zincir boslugudur.

SP-BER’de bosluk dizeltme surecinden sonra, elde edilen drin 5P ve 3'-OH
gruplarina sahip tek bir nukleotidlik bosluktur. Bu bosluk DNA pol v, tarafindan
doldurulur ve kalan ¢entik DNA ligaz Il (LiG3) tarafindan kapatilir.

Uzun yamali-BER (LP-BER)

Uzun yamali- BER'de belirli 5’ bloke gruplarin, érnegin 5’deoxyribonolactone (5’-
dL) pol y'nin dRP-liyaz aktivitesiyle etkili bir sekilde uzaklastirlamaz. 5’dL
lezyonunun meydana gelmesi glikozilaz aktivitesiyle iligkilendirilemez c¢unku bu
sekilde bir lezyonda, hidrojen ayrilmasi ve deoksiriboz Cl’in oksidasyonu
sonucunda baz kaybi meydana gelmistir. Bu tlr bir lezyonun nDNA’da tamiri LP-
BER ile gerceklesir ve benzer sekilde mitokondriyonlarda da uzun yamali BER
kullanihr. SP-BER surecinde, olugan bosluga Pol y tarafindan tek bir nukleotid
eklenirken, LP-BER’de fazla sayida nulkleotid eklenebilir. LP-BER, biraz daha
komplekstir ve fazla sayida cesitli nukleotidlerin yerlestiriimesi, orijinal DNA
zincirinde c¢ikintili yapilarin olusmasiyla sonuglanabilir. LP —BER surecinde 5’
bloke gruplar, 3’OH ucundan baglayarak pol y tarafindan nukleotid eklenmesiyle
uzatilarak meydana getirdigi cikintili yapilarla yer degistirir.Bu nedenle de bu

yapilarin duzeltilmesi icin farkli enzimlere gereksinim duyulur [105].
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Mitokondriyonlardaki bu yapi 6-9 nikleotid uzunlugundadir ve flap endonukleaz 1(

FEN1) ve DNA2 veya endonukleaz G-benzeri (EXOG) tarafindan uzaklastirilmasi

sonucu meydana gelen c¢entik LiG 3 tarafindan kapatilir [106]. EXOG, bir 5°

ekzo/endonukleaz olup, mitokondriyon LP- BER’de, DNA 5’ ucundaki bloke

gruplari uzaklastirir [107]. insan mitokondriyonlarinda, DNA2'nin Pol y ile etkilesim

halinde oldugu ve onun DNA sentez aktivitesini stimule ettigi saptanmistir [108].

insan HelLa hiicre mitokondriyonunda, FEN7’in, bir DNA2 ile etkilesim halinde

oldugunu belirtmistir [109].
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artisa yanit olarak,

mitokondriyona gittigine dair veriler vardir. p53, 3-5’ ekzonukleaz aktiviteye

sahiptir bu aktiviteyle, okside bazlari hidrolize edebilir. Bunlara ek olarak, in vitro

olarak p53’Un, glikozilaz bagiml urasil ve 8-oxoG’nin uzaklastirimasinda ve pol
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gammal-yuruticult nikleotid birlesmelerini stimule ettigi gosterilmistir [111-113].
En son calismalarda DNA hasarinin olmadigi insan fibroblastlarinda, p53 ve ATP-
bagimh RecQ helikaz-benzeri 4 (RECQL4)‘Un birlikte mitokondriyal nukleoidlerinde
lokalize oldugu saptanmistir. RECQL4’Un ekspresyonundaki azalma, mtDNA
hasarinda artisa yol acarak, RECQL4’'Un mtDNA tamirindeki 6nemine igsaret
etmistir. Boylece farkli kimyasal stresler kullanilarak, p53’tn, farkli kogullar altinda,
mitokondriyona geldigi belirtiimistir [111-114]. BER’de yer alan diger bir protein de,
mtDNA paketleme proteini TFAM'dir. TFAM, oksidatif olarak hasara ugramis
DNA'ya, hasarsiz DNA'ya baglandigindan c¢ok daha siddetli baglanir ve 8-
oxoG’ye, OGG1 ve MYH'den daha fazla affinite gosterir [115,116]. Bunlara ek
olarak, TFAM, OGG1, UNG1 ve APE tarafindan invitro insizyonlari inhibe eder
[116]. Butin bu goézlemlerle birlikte, TFAM’in mtDNA tamirini azaltti§i onerilir.
TFAM-yonetmeli DNA tamir inhibisyonu, oksidatif strese yanitta 6nemli rol

oynayabilir [111].

DNA zincir kiriklari tamiri

Tek zincir kiriklari ROS’un indlkledigi, okside deoksiribozun pargcalanmasi sonucu
meydana gelir. ROS’lar DNA bazlarina direkt olarak hasar vererek en yaygin DNA
hasar tipi olan DNA tek zincir kiriklarina neden olabilirler. BER slrecinde ara
basamak olarak tek zincir DNA kiriklari meydana getirilir. Tamir edilemeyen tek
zincir DNA kiriklari, ¢ift zincir DNA kiriklarina donusebilir [117]. Nukleus ve
mitokondriyonlarda, tek zincir kiriklari bir BER alt yolagi olan tek zincir kirik tamir
yolagiyla tamir edilir. BER ve tek zincir kirik tamir yolagi ileri basamaklarda ortak
enzimler icerirler. Tek zincir kirik tamiri, hasar tanima, hasari dlizenleme, DNA

sentezi ve ligasyon olmak Uzere 4 basamakta gercgeklesir.

1. Hasar tanima:

Nukleusta tek zincir kirik tamiri, poly ADP ribose polymerase (PARP) ailesi
proteinlerinden PARP7?’in, tek zincir kirigini tespit etmesiyle baglar. PARP tek
zincir DNA kirigina baglandiktan sonra, poly ADP riboz (PAR) zincirlerini
sentezler, bu zincirler DNA tamir proteinleri igin bir sinyal niteligindedir. PARP1’in
mitokondriyonlarda yer aldigi saptanmistir [118, 119, 120]. Bu Calismalar
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sonucunda, PARP’In mitokondriyonlarda bir izoformu oldugu ve tek zincir DNA
kiriklarini tespit ettigi ve tamir kaskadini baslattigi belirlenmistir. Kokayin sendrom
A (CSA) ve kokayin sendrom B (CSB) proteinlerinin de, oksidatif streste
mitokondriyonlarda biriktigi ve OGG1, mitokondriyal tek zincir baglanma proteini ve

mtDNA ile kompleks olusturdugu saptanmigstir[121].
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2. Lezyon duzenleme

mtSSBR’da lezyonlarin duzenlenmesi ¢ok yeni bir surectir.Tek zincir kiriklarina
basarisiz veya verimsiz DNA ligaz aktivitesi de neden olabilir, bu tur kiriklar
aprataksin ile tamir edilir. Lezyonun yanindaki kisimda meydana gelen yetersiz
ligaz aktivitesi, mtDNA’nin 5 ucuna adenin monofosfat (AMP)'nin kovalent
yapismasina neden olur ve 5-AMP olusur. Bu ekler, aprataksin tarafindan
uzaklastiriir. Aprataksin tek zincir kiriklarinda, 5 AMP’yi uzaklastirir ve DNA
ligasyonu icin gerekli olan 5'P’1 tamir eder [122]. Son yapilan c¢alismalarda
aprataksinin mtDNA butunlugunde énemli rolu oldugu ve aprataksin yoklugununun
mtDNA kopya sayisinda azalamaya ve DNA hasarinda artmaya neden oldugu
belirtilmistir [123].

TOP-1 DNA ekleri DNA replikasyonu sirasinda olusabilir ve TDP1 ile tamir edilir.
TDP1, TOP1’deki tirozil kismiyla DNA 3’ ucu arasindaki bagi hidrolize eder. TDP1
DNA 3’ ucundaki fosfodiester bagini hidrolize eden ve 3’-fosfoglikolate, 3’-abazik
kisimlar, 3’-nlkleozidaz aktivitesi olmak Uzere, genel olarak DNA’'nin 3’- uglarinin
dizenlenmesinde vyer alan bir tamir enzimidir. TDP1 mitokondriyonlarda
tanimlanmis, 3’-DNA uglarinin dizenlenmesinde yer alan, tek enzimdir. Tek zincir
DNA kirik tamirinde TDP1, sensor gen olan PARP1 ile etkilesim halindedir [124].
TDP1 ayrica mtDNA butunlugune de katkida bulunur. TDP1’den yoksun

hlcrelerde oksidatif hasarla indiklenmis mtDNA hasari birikimi gézlenmistir [125].

Yapilan c¢alismalar sonucunda, LP-BER'de, 5’bloke gruplarin daha ileri
dizenlenmesinde, FEN-1 ‘in yer aldigi belirtiimistir.Ortak lezyonlarin ve AP
kismlarinin dizenlenmesi SP-BER ile tamir edilebilir ancak mitokondriyonlarda
gerceklesen LP-BER surecinde fazla nukleotid eklenmesi sonucunda olusan 5’
cikintili yapilar, FEN7in endonukleaz aktivitesiyle uzaklastinlir. LP-BER’in
mitokondriyonlarda gerceklestidi saptandiktan sonra, FEN1 mitokondriyon
ekstraklarinda tespit edilmistir [126].



25

FEN1 varliginda veya FEN1 bagiml yolak, diger bir 5’ ekzonukleaz enzim olan
DNA2 tarafindan desteklenir[127]. DNAZ2'de, 5 cikintili yapilari keserek
uzaklastirr. Cok kisa zaman oOnce yapilan bir c¢alismada DNAZ2'nin
mitokondriyonlarda bulundugu ve burada Poly ile etkilesime girerek Poly’nin DNA
sentez aktivitesini stimule ettgi gosterilmistir[125]. Arastiricilar, FEN1 ve DNA’ nin
birlikte yer aldigi yolakta DNA tamir aktivitesinin 10 kat daha fazla arttigini
gostermisglerdir. Sonug¢ olarak mitokondriyonlarda gergeklesen FEN1 bagimli

yolagin her iki enzime gerek duydugunu belirtmiglerdir.

mtDNA’'da gerceklesen LP-BER'de iki alt yolak icermektedir ilk alt yolak FEN1
bagimh olup DNA2'de bu yolakta yer alir, ikinci alt yolak FEN1 bagimsiz olup

APE1 ve ligaz 3 kompleksiyle tamir tamamlanir.

EXOG, kuvvetli 5'-3" ekzonukleaz aktivitesine sahiptir [128]. EXOG,
mitokondriyal LP-BER’de 5’ uglama surecinde polymeraz vy, APE1 ve ligaz 3 ile
kompleks olusturarak yer alir. EXOG’'un mitokondriyonlardaki varligi LP-BER
sistemine yeni bir bilgi eklemistir. Fakat bu enzimin LP-BER’de hangi substratlar
Uzerinde aktif oldugu arastiriimalidir. Mitokondriyonlarda FEN1 ve aprataksin ile

ilgili bulgular, EXOG’un tamir edemedigi durumlarda kullanilir.

4. Ligasyon

Tek zincir kirik tamirinin son basamaginda, DNA fosfodiester iskeletinin yeniden
ligasyonudur. DNA ligaz II'Gin mitokondriyonlarda gergeklesen butun ligasyon

aktivitelerinde yer aldigi saptanmistir [129].
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Sekil 2.8. mtDNA tek zincir kirik tamiri [124]

DNA cift zincir kiriklari tamiri

Nukleusta DNA ift zincir kiriklari , homolog olmayan rekombinasyon (NHEJ) ve
homolog rekombinasyon (HR) olmak Gzere iki yolakla tamir edilebilir [130]. Memeli
mitokondriyonlarinin da DNA ¢ift zincir kiriklari tamiri yaptiklarina dair veriler

vardir.

Homolog olmayan rekombinasyon

Homolog olmayan rekombinasyon tamir mekanizmasinda hasarli DNA zincirinin
uclari komplementer diziye homolog olup olmadigina bakiimaksizin dogrudan

baglanir. Tamir sisteminin endojenik hata Uretim mekanizmasiyla da kuguk
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delesyonlarin olusumuna izin verilir. NHEJ’de, DNA-u¢ baglama kompleksi KU, gift
zincir kirik tamirinde gorevlidir. Ku proteinin Ku70 ve Ku80 olmak Uzere iki alt
Unitesi vardir. KU, DSB’leri degredasyondan korur ve diger tamir faktorlerinin
fonksiyonlarini yerine getirmelerini kolaylastirir. ilk asamada, Ku70 ve Ku80
heterodimerik protein kompleksi, ¢ift zincir kirigi olusan DNA'ya sirasiyla yakin ve
uzak uglardan baglanir ve onu ekzonukleotik yikimdan korur. Ku heterodimeri
serin/treonin aktivitesine sahip olan DNA-bagimh protein kinaz (DNA-PK)nin
katalitik alt Unitesine baglanir. X-ray tamir c¢apraz-tamamlama protein 4
(XRCC4)/ligaz4 kompleksi kirik uclara baglanir ama aktif dedildir. Kirik uglarin
enzimatik yolla birbirine baglanabilmesi i¢in kirik uclarin 6nceden modifiye edilerek
hazirlanmasi gerekir. MRN kompleksi veya FEN1, kirik uglardaki ligasyona engel
olusturan kisimlari uzaklastirarak ligasyon igslemine olanak saglar. Hasarl
bolgedeki NHEJ faktorleri, DNA-PKcs’nin otofosforilasyonu ve/veya DNA-PK
bagimli fosforilasyonu ile hasarli bdlgeden uzaklastirilir. Bu iglemlerin sonunda
XRCC4/DNA ligaz 4 kompleksi aktiflesir ve zincirleri komplementer uglardan
birlestirir [131]. Memeli mtDNA’sinda da NHEJ de yer alan proteinlerin bulundugu
ve nDNA dakiyle benzer oldugu onerilmistir[130]. Memeli mitokondriyonunda
MRE11'in mtDNA’ya baglandigi tespit edilmistir [132]. DNA-PK proteini fare

mitokondriyonunda tespit edilmemistir [133].

Homolog Rekombinasyon

Nukleusta birgok faktér DSB tamir yolaklarindan birini secmeyi etkiler [134]. HR
onarim igleminde hasar tamiri, hicre dongusinin S veya G2 fazlarinda hasar
gormemis kardes kromatidi kullanarak yapilir. Onarimin S veya G2 fazinda
gerceklesmesinin nedeni, bu evrelerin kardes kromatidin onarim icin kalip olarak
kullanilabilir oldugu evreler olmasidir. HR’de izlenen vyol, hasarli DNA’nin
tamirinde, hasarli olmayan DNA’nin kalip olarak kullanilip, dogru homolog dizinin
eslestiriimesidir [135]. HR'nin ilk basamaginda, cift zincir kiriklarinin uglar tg¢
protein kompleksi, MRE11, RAD50 ve NBS1 (MRN kompleks; mayalarda MRX
kompleks olarak da bilinir) tarafindan tespit edilir [130]. nDNA'da, MRE11 kirik
DNA uglarina baglandiktan sonra, DNA'nin tek zinciri EXO1 tarafindan rezeksiyon
edilerek, bir 3'ssDNA alani meydana getirilir [136]. Bu islem son dénemde tespit

edilen, rezeksiyon promotor faktér CtlP tarafindan asiste edilir. DNA uglarinin
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islenme surecinin ardindan olusan 3’- tek zincir DNA alani, replikasyon proteini A
(RPA) tarafindan kapatilir. RPA, memelilerde baslica ssDNA baglanma proteinidir.
HRR sulrecinde, bu proteinin fonksiyonlarindan biri de ssDNA’yI korumak ve ikincil
DNA vyapilarinin olusumunu engellemektir. RPA ayrica, dolayli olarak Rad51
filament olusumunu, DNA-Rad52 veya DNA-BRCA2 etkilesimini yurGUterek
kolaylagtirir [137]. Rad52 ve BRAC2 ‘de nukleasyonda 6nemli rol alir. Mayalarda
RAD 52 fonksiyonu ¢ok dnemliyken, memelilerde BRCA2, RAD52’in yerine gecer
ve HRR’nin regllasyonunda énemli rol oynar. Rad51, RPA ile kapli, 3’-tek zincir
DNA alaniyla etkilesime girerek, Rad51 nukleoprotein filamenti meydana getirir.
Nukleoprotein filamenti, homolog arama reaksiyoninda 6nemli rol alir. DNA
zincirinin, homolog DNA ciftiyle ele gecirilmesinin ardindan, Rad 54 ve homologu
Rad 54B DNA sentezi ve bran¢ migrasyonunu kolaylastirarak Holliday baglantilari
olususur [138]. DNA tamir sentezi surecinde ise, hasarsiz DNA molekullinden
sekans bilgileri, hasarli DNA’ya kopyalanarak hasarli DNA’'nin tamiri saglanir.
HRR’nin sonbasamaginda, Holliday baglantilar, ¢ozlcller adi verilen protein
kompleksleri tarafindan c¢ozulirler [139]. Holliday baglantilarinin ¢dézlculer

tarafindan ¢6zulmesi, gen degisimine veya cross-overe yol acar.

RAD51 [143] ve DNAZ2nin [140] memeli mitokondriyonunda bulundugu
saptanmigtir ve EXOG’'un da EXO17’in mitokondriyondaki eslenigi olalabilcegi
disundlmustar. Bitki ve mantar mitokondriyonlarinda homolog rekambinasyonun
gerceklestigine dair birgok veri vardir. Bu veriler icinde en iyi karakterize Holliday
junction-baglanma ve ¢6zme enzimlerinden Ornedin S. cerevisiae da cruciform
cutting endonuclease 1 (Ccel) tanimlanmigtir [141]. Ancak Cce1’e en yakin insan
homologu TEFM, baslica mitokondriyon transkripsiyonunu kolaylastirmada yer alir
[142]. Memeli mitokondriyonu homolog rekombinasyonun temel mekanizmasina
sahip gibi goérinmektedir [143]. Mitokondriyonda replikasyonu durdurmada ve
sonlandirmada yer alan 3 protein tanimlanmistir, mitokondriyal transkripsiyon
sonlandirici faktér (nTERF), mTERF domain- 1 ve 4. Her durumda, mtDNA

batunlagunun saglanmasinda rollleri vardir [116].
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2.4. Oosit ve Mitokondriyon

Mitokondriyonlarin, oosit olgunlagmasi ve embriyo gelisimi surecinde dagilimi ve
morfolojisi oositin veya embriyonun metabolizmasina, oksijen tlketimine,

karbondioksit Uretimine gore degisiklik gosterir [144].

2.4.1. Oosit ve erken embriyolarda mitokondriyonlarin yapisi

Tarlere bagli olarak, bir memeli oositinde yaklagsik 100 000-10 000 000
mitokondriyon bulunur ve bu sayi insanda 100 000°dir [145]. Oogenezis sirasinda
mitokondriyonlarin sayisinda artis olur, buna paralel olarak sitoplazmik hacim
artar. Primordiyal germ hucrelerinde 100, oogonialarda 200, primer oositte 10 000
tane mitokondriyon bulunur. Mitokondriyonlarin sayisal artigina, yapisal
degisiklikler eglik eder. Kuguk oositlerin mitokondriyonlari, transverse
dizenlenmis, cok sayida kristaya sahiptir. Blylyen oositlerde mitokondriyonlar
yuvarlak ve oval sekilli olup, kavisli kristalara sahiptir. Ovulasyonda,
mitokondriyonlar kiresel, immature, yuksek derecede vakuole, yogun matriksli ve
az sayida kristayla karakterizedir. Zigot ve 2-hucreli embriyo evreleri arasindaki
surecte, mitokondriyonlar gulle seklinde ve kristalari konsantrik yerlesimlidir. 4-
hdcreli evreden-marullaya kadar, mitokondriyonlar daha uzun yapida, transverse
kristalidir. Bir insan blastosistinde toplam mitokondriyon sayisi 14 000 dir ve hicre

basina dusen mitokondriyon sayisi yaklasik 150’dir [146].

2.4.2. Geligim evrelerine gore mitokondriyonlarin yeri ve dagilimi

Oosit olgunlasmasi ve erken embriyogenez silrecinde mitokondriyonlarin
dagiliminda evreye 6zgu dedisimler meydana gelir. Mitokondriyonlarin hicre igi
dizenindeki degisim surecleri hlicre iskeleti elemanlarina bagli olarak gergeklesir.
Fetal ovaryumlardaki oogonyumlarda ve primordyial folikillerdeki oositlerde
mitokondriyonlar perinukleer alanda yer alr. Erken antral folikillerde
mitokondriyonlar periferik dagilim sergiler gostermistir. GV oositlerde ¢ok sayida
ki¢uk mitokondriyonlarin kortekste ve GV'nin gevresinde bulundugu saptanistir.
GVBD’den anafaz I'e kadar slren mayotik stre¢ sirasinda mitokondriyonlar

perinukleer alanda lokalizedir. Nukleer membranin gevresindeki mitokondriyonlar
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polarizasyon, oogenez ve fertilizasyon sirasinda birgok kere yenilenir. Bunun
nedeni nukleer materyalin dizenlenmesinde mitokondriyon aktiviteye 0Ozellikle
ihtiyag duyulmasidir [147-148]. Pronukleer evrede pronukleuslarin gevresindeki
mitokondriyon birikiminin simetrik olmasi segmentasyon bdélinmeleri ile olusacak
her blastomere esit sayida mitokondriyon aktarilmasini saglar. Mitokondriyonlar
genellikle duz endoplazmik retikulum (DER) membranlari ile iligkilidir. DER ve
mitokondriyon birlikte ooplazmanin kortikal alanina yayillmis ¢ok sayida ve siklikla
blylUk yapilar olustururlar [148-150]. Mitokondriyonlarin dagilimi  nukleer

olgunlagsma igin 6nemlidir.

2.4.3. Mitokondriyonlarin oositteki gorevleri

Gorevleri ayni olsa bile, oositlerde bulunan mitokondriyonlar yapisal olarak
somatik hucrelerde bulunanlardan farkhdir. Mitokondriyonlar, oositlerde ATP
uretimi ve hucresel homeostasinin devamliligini saglarlar. Mitokondriyonlarin
sayisi ve aktivasyonu, dizgun oosit maturasyonu, fertilizasyon ve embriyo gelisimi
icin dnemlidir [151]. Memelilerde oosit maturasyon asamalari safhalarinda mtDNA
kopyalan 30 kat artar [152]. Bir primer oosit (20 mm) 500 kopya mtDNA ya
sahiptir, MIl oosit (80 mm) 150 000—700 000 kopya mtDNA ya sahip olabilir. Bu
mtDNA kopya sayilari kisiden kigiye degisiklik gosterir. mtDNA kopya sayisinin
oosit kalitesi ve fertiliteyle iligkilidir. Oosit maturasyonu surecinde
mitokondriyonlarin  aktivitesi  dlzenlenir. Oosit maturasyonu sirasinda
mitokondriyon membran potansiyelinde énemli derecede artis gézlenir; bu duruma
oksidatif fosforilasyondaki artis eslik eder [153]. Oosit maturasyonu sirasinda ATP
seviyesi artar ve yuksek ATP seviyesine sahip oositlerin fertilizasyon oranlari ve
embriyo geligimleri, duguk ATP seviyesine sahip olanlardan ¢ok daha yuksektir
[154].

Oosit yeterliligi yavru hucrelere mitokondriyon saglanmasi agisinda énemlidir.
MtDNA replikasyonu ve mitokondriyal amlifikasyon preimplantasyonun ileri
asamalarina kadar gergeklesmez, oositin mitokondriyon igerigi, embriyonun herbir
hldcresine yetecek kadar organel ve genom saglamalidir. Bu amplifikasyon
surecindeki duraksama, vyetersiz kopya sayisina neden olur bu durumda

embriyonun 7,5-8,5 gunlerinde dlimune yol agar [155]. Embriyonik hlcre basina
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disen mitokondriyon dagihmi farklanmamis yariklanma evresine kadar her bir
embriyonik hucrede aynidir. Geg¢ morula- blastosis evresindeki hucrelerin
farklilasmasiyla mitokondriyonlarin dagihmi farklilik gdésterir. Fare ve hamsterlarda
yapilan calismalarda, trofoektoderm hicrelerinin, i¢ hicre kitlesine oranla daha
fazla sayida mitokondriyona sahip oldugu saptanmigtir [146]. Trofoektoderm
hlcreler, plasenta ve ekstraembriyonik dokulara farklandigi igin daha fazla
enerjiye ihtiyag duyar ve mitokondriyon sayisi daha fazladir. Tam tersi, i¢ hicre
kitlesindeki hucreler implantasyondan once ¢ok az ATP Uretimine ihtiya¢ duyar

bdylece dah az sayida ve daha az aktif mitokondriyona sahiptir [156].

Memeli oositi ve erken embriyosu, enerji gereksinimini mitokondriyonlardan saglar.
immatiir oositlerde sayilari az olsada mitokondriyonlar aktiflerdir [132]. Glikolizin
alternatif enerji Uretimi glikolitik enzim fosfofruktokinaz tarafindan baskilanana
kadar, enerji oksidatif fosforilasyonla saglanir [133]. Oosit maturasyonunda,
mitokondriyonlarda lipidlerin beta oksidasyonu gergeklesir [134]. Olgun oositte
ATP tuketiminde ylksek bir artis olur, bu durum olgun oositin normal fertilizasyona
gidebilmesi igin gereklidir. Oositin fertilizasyonunu takip eder, polar cisim
olusumunu ve kromozomlarin ayrilmasini igceren tum basamaklarda enerjiye

ihtiyac vardir.
2.4.4. Oosit yaglanmasi ve mitokondriyon iligkisi

Oositte  bulunan mitokondriyon maternal kdkenlidir. Paternal mitokondriyon
fertilizasyon sirasinda spermatozoa ile ooplazmaya girse de ubikutin-bagli
proteoliz yolagi ile yikima ugrar. ileri yastaki kadin oositlerinde mitokondriyonlarin
fonksiyonlarindaki azalmanin, fertilitede azalmaya, diguk embriyo gelisimine ve
disiik gebelik oranina yol actigi saptanmistir [157]. ileri yastaki kadinlarin
oositlerinde bulunan mitokondriyonlar gen¢ kadinlardakine oranla, daha sigkin ve
kristalari bozulmustur [158]. Yash fare oositlerinin mitokondriyonlari, geng fare
oositlerinin mitokondriyonlarina oranla 2,7 kat daha az sayida mtDNA igcermekte
ve bu durum yash farelerde fertilizasyon potansiyelinin azaldigini géstermektedir.
Yasla iligkili mitokondriyon fonksiyon bozukluklari, oosit maturasyonuna, nukleer ig
iplikleri aktivasyonuna ve kromozomlarin ayrilmasina zarar vererek [136-140],

anoploidi oraninda artisla sonugclanabilir [141]. ileri yastaki kadin oositlerinde
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MtDNA’da nokta mutasyonlarinin biriktigi ve yuksek duzeyde mtDNA delesyonlari
meydana geldigi saptanmigtir [159]. Bu faktorler, direkt olarak andploididen ve
zayif implantasyon oranlarindan sorumludur.  Mitokondriyon fonksiyon
bozukluklarinin, post ovulatuvar yasli oositlerin fragmantasyonunda 6nemli rol
oynadi§i saptanmistir [160]. lleri yastaki kadin oositlerinde fertilite potansiyelinde
azalma baglica oksidatif stresin neden oldugu mitokondriyon hasardan
kaynaklandigi belirtilmistir [161].
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3. GEREG ve YONTEM

Calismamiz TUBITAK tarafindan desteklenmis olup, deney asamasi New York
Medical College Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali Molekiler Ureme ve
Fertilite Koruma Laboratuvarinda, Prof. Dr. Kutluk Oktay’in gbézetimi altinda
yapildi. Caligmada kullanilan 10 adet, 3-4 aylik, genc ve 10 adet, 9-12 aylik, yasl
disi, FVB fareler, New York Medical College Hayvan Bakim ve Kullanim
Kurum’undan temin edildi. Calismamizda Kantitatif Ger¢gek Zamanh Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (gRT-PCR) ile immunofloresan yontemleri kullanilarak yasin
oosit mitokondriyonu Uzerine etkisi arastirildi. Calismamiz yetersiz elde edilen

gRT-PCR sonuglarindan dolayi, 5 adet geng ve 5 adet yasli fare ile tamamlandi.
3.1. Farelerde Ovulasyon indiiksiyonu ve Oositlerin Toplanmasi

Geng ve yagsh farelerde ovulasyon indiksiyonu her bir fareye 51U pregnant mare
serum gonadotropinin, intraperitoneal enjeksiyonu ile yapildi [37]. Uygulamadan
15 saat sonra fareler servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Her bir farenin
ovaryum dokulari alinarak M199 (CORNING, Mediatech, VA, USA) medyum
iceren petri kaplarina aktarildi ve uygun ignelerle oositler mekanik olarak izole
edildi. Her bir fareden elde edilen oositlerden bir tanesi, gRT-PCR ydnteminde
kullaniimak Uzere 6nce sivi nitrojene, ardindan -80 °C’ye konularak kullanima
hazir halde bekletildi. Gen¢ ve yasl farelerden toplanan oositlerin bir kismi da
immunofloresan teknidiyle incelenmek Uzere, %4’luk paraformaldehite aktarilarak
fikse edildi.

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Gergek Zamanh PCR Hakkinda
Genel Bilgi

PCR yonteminin Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda tanimlanmasindan sonra
nukleik asit amplifikasyon yontemleri hizla tani laboratuvarlarina girmistir. PCR
yontemi, nukleik asitlerin in vitro olarak c¢ogaltiimasini ve bdylece yuksek
duyarlilikta saptanmasini saglayan bir yontemdir. Bir baska deyisle, canli bir hucre
icinde gergeklesen DNA replikasyonu, PCR yonteminde bir tlp iginde taklit edilir.In
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vitro DNA c¢ogaltmasi icin gerekli sicaklik kontroli “thermal cycler” denilen

otomatize 1s1 kontrol cihazlarinda gergeklestiriimektedir.

PCR ug¢ degisik sicaklikta ¢calisan basamaklarin bir dongl halinde tekrarlanmasi ile
gerceklestirilir. ik basamak denatiirasyondur ve 94- 96°C’ isitilan DNA’nin iki
zincirinin  birbirinden ayrilmasi sz konusudur. ikinci basamak birlesmedir.
Sicakhgin dusurilmesi ile primerler cogaltilacak bolgenin uglarinda yer alan
kendilerine 6zgul dizileri taniyarak hidrojen bagdlari ile baglanirlar. Primerlerin 6zgul
olarak baglanmasi icgin kullanilan sicaklik genellikle 50 ile 70 °C arasindadir.
Uglincli basamak polimerizasyon ya da sentez agamasidir. Reaksiyon karigimi
sicakliga direncli DNA polimerazin c¢alistigi optimum sicaklik olan 70 °C’ye
getirildiginde, primerlere baglanan enzim molekdlleri dizinin 3’ ucuna kalip DNA’ya
uygun nukleotitleri ekleyerek DNA sentezi yaparlar. Bu u¢ basamak bir donguyu
olusturur ve her tekrarlanista iki primer arasinda kalan 6zgul DNA pargasinin birer
kopyas! cikartilarak baslangigtaki DNA miktari her dongude geometrik olarak
cogaltilir. Cogaltilan DNA pargalarinin (amplikon) gésteriimesi i¢in agaroz ya da
poliakrilamit jel elektroforezi yapilir. Elektroforez ile boylarina gore ayristirilan DNA
dizileri etidyum bromur gibi ¢ift zincirli DNA boyalari ile boyanarak morétesi 1sik

altinda goruntulenir.
3.2.1. Kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

NUkleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresan sinyalinin
Olctlmesiyle, kantitatif sonuc alinabilen bir PCR ydntemidir. Sicaklik dénguleri ve
floresan okunmasi ayni cihaz iginde ve ayni tup i¢inde gerceklesmektedir. Boylece
hedef bolge, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir sure iginde saptanabilmektedir.
[162].

gRT-PCR teknolojisi, gen duzeyinin dlgimunde rutin olarak kullanilan, uygulamasi
kolay, kesin sonuglar veren ve hassasiyeti yuksek olan bir uygulamadir. RT-PCR,
amplifikasyon sonuglarina ulagsmak i¢in harcanan zaman amplifikasyon ve analizle
birlikte yapildigi i¢cin daha kisadir. Diger kantitatif metodlara oranla verim daha
iyidir. Sistemin Ozellikleri tek bir reaksiyondan elde edilen bilgi miktarini en Ust

duzeye cikarabilmek Uzere gelistiriimigtir. Temel olarak amplifikasyonun UGrGnlerini
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ayni zamanda sayisal degerlere donusturerek olgmek ve devam eden PCR
reaksiyonunu ekranda izleyerek reaksiyonun gidigini 6lcmeye dayanmaktadir. Bu
amagcla, floresans veren bazi boya ya da problar ile olusan floresansi saptayabilen
Isidéngu aygitlari kullanilir. Boyalar arasinda en sik kullanilani gift iplikli DNA’ya
baglanan SYBR Green I'dir. Reaksiyon sirasinda hedef nukleik asit dizilerinin
sayisi arttikga, olusan cift iplikli DNA molekullerine giderek daha fazla sayida
SYBR Green | molekull baglanir ve daha fazla floresans olusur. Olusan floresans
es zamanl olarak okunur. DNA’nin ayrilmasi sirasinda baglanmamis SYBR green

duguk miktarda floresans verecektir [162-164].

3.2.2. Tek hucre kantitatif gergcek-zamanh PCR

-80 °C’de dondurulan oositlerin her biri, hiicre liziz sollisyonunda (lot: 9803S; Cell
Signaling) ¢6zuldi. Her bir oositin lizati SensationPlus™ FFPE Amplification and
WT Labeling Kit (Affymetrix) kullanilarak, iki devre mRNA amplifikasyonlari yapildi.
Amplifiye RNA, RNeasy Mini kit (lot: 74104; Qiagen) kullanilarak saflastiridi.
RNA’nin miktari, spektrofotometrik yontemler ile (NanoDrop 1000, Thermo
Scientific) Olguldid. Her bir 6rnekten(2ug) amplifiye mRNA alinarak, ters
transkripsiyonu yapildi. cDNA’lar kalip olarak kullanilarak TFAM, NEIL1, TDP1 ve
PARP1, genlerinin ekspresyon profilleri qRT-PCR (SYBR Green Applied
Biosystems 7300 Real-Time PCR) ile gercgeklestirildi[164,165]. [B-Aktin
housekeeping geni kullanilarak, gen¢c ve vyash fare oositlerde ekspresyonu
belirlendi. Geng¢ ve yasli fare oositlerinde, TFAM, NEIL1, TDP1 ve PARP1
genlerinin, B-Aktin’e gore, goreceli ekspresyonlari belirlenirken AACt yontemi
kullanildi.Tum gen primerleri Integrated DNA Technology’den elde edildi (bakiniz
cizelge 3.6).
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| Ters transkripsiyon ile cDNA eldesi |

gRT-PCR analizi

Sekil 3.1. gRT-PCR yodntem tablosu

MRNA Amplifikasyonu

Her bir oositin lizati SensationPlus™ FFPE Amoplification and WT Labeling Kit
(Affymetrix) kullanilarak, iki devre mRNA amplifikasyonlari yapildi.

Yéntem

cDNA Sentezi

1. Ornek Uizerine toplam hacim 7ul olacak sekilde lizis tamponu eklendi.
2. Karisim Uzerine 4 yl RT primer karisimi eklendi ve 11 pl karisim vortekslendi.

3. Elde edilen karisim 11 pyl RNA-Primer karisimi 80°C’de 10 dakika ve 4°C’de 2

dakika boyunca termal dongu igerisinde inkube edildi.
4. inkiibasyondan sonra 6érnekler vortekslendi.

5. Ayri bir ependorfta amplifikasyon RT Master karigimi hazirlandi.
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Cizelge 3.1. Amplifikasyon RT master karigsimi

Kimyasal Kullanilan hacim
RT Tampon Karisimi 4 ul
DTT 2.l
dNTP 1l
RT Enzim 1 ul
RNase Inhibitor 1l
Toplam 9 ul
6. Karisim vortekslendi.

7.

11 pl RNA-Primer karigim igeren her bir 6rnegin Gzerine 9 yl amplifikasyon RT

master karisimi eklendi.
Elde edilen 20 pl karisim vortekslendi.

Elde edilen 20 pl karisim 42°C’de 60 dakika ve 25°C’de 2 dakika boyunca
inklibe edildi.

cDNA Purifikasyonu

1.

2.

3.

10.

11.

12.

80 ul nukleaz icermeyen su PCR tupune eklendi ve vorteklendi.

Elde edilen 100 ul'lik karisim ependorf tlipe aktarildi.

Uzerine 300 ul DNA baglanma tamponu eklendi.

Vortekslendi ve kisa santrifuj edildi.

Elde edilen 400 ul'lik karisim 2ml’lik yikama tupundeki koluma aktarildi.
10 000 rpm’de 1 dakika santrif(j edildi.

Tupun altindaki suzuntu tekrar koluma aktarilarak 10 000 rpm’de 1 dakika

santriftj edildi.

Tapun altinda kalan suzuntl uzaklastirldi ve 150 yl DNA yikama solusyonu

eklendi.
10 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Tldpun altinda kalan stzuntt uzaklastirildi ve 10 000 rpm’de, 2 dakika santrifuj
edildi.

ElUsyon tupune kolum yerlestirildi ve 15 ul nikleaz icermeyen su eklendi.

10 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
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13. Tupln altindaki uzuntu tekrar koluma yuklendi ve 10 000 rpm’de 2 dakika

santriftj edildi.

14. Elde edilen cDNA kullanima hazir sekilde -20°C’de bekletildi.

Promotor Sentezi

1. 12 yl purifiye cDNA PCR tupune aktarildi.

2. 80°C’de 10 dakika ve 4°C’de 2 dakika boyunca termal dongu igerisinde inktbe
edildi.

3. Her bir érnek icin Tailing master karisimi bagka bir ependorfta hazirlandi.

Cizelge 3.2. Herbir 6rnek icin hazirlanan tailing master karigimi

Kimyasal Eklenen miktar
Tailing Tampon Karisimi 6 ul
Tailing Enzim Karisimi 2 ul
Toplam 8 ul

4. Hazirlanan karigim vortekslendi.
5. 12 yl'lik herbir 6rnege 8 pl Tailing Master karisimi dagitildi.
6. Elde edilen 20 pl'lik karisim Vortekslendi.

7. Elde edilen 20 ul'lik karisim 37C’de 2 dakika, 80 C’'de 10 dakika ve 4 C’de 2

dakika boyunca termal dongu igerisinde inktbe edildi.

8. Ayri bir ependorf tipte promotor sentez master karisimi hazirlandi.

Cizelge 3.3. Her bir 6rnek i¢in hazirlanan promotor sentez master karigimi

Kimyasal Eklenen miktar
Promotor Sentez Tampon Karisimi 4ul
Promotor Sentez Enzim Karigimi 1lul
Toplam 5ul

9. Hazirlanan karigim vortekslendi.
10. 20 ul’lik herbir 6rnege 5 pl promotor sentez karisimi dagitildi.

11. Elde dilen 25 pl'lik karigim vortekslendi.
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12. Elde edilen 25 pl'lik reaksiyon karigimi 22°C’de 30 dakika boyunca termal

dongu igerisinde inkube edildi.

in vitro Trsankripsiyon

1. in Vitro transkripsiyon igin master karisimi hazirlandi.

Cizelge 3.4. Herbir érnek icin hazirlanan in Vitro transkripsiyon icin master

karigimi
Kimyasal Kullanilan Miktar
T7 Nukleotid Karisimi 16 uL
T7 Tampon Karigimi 5L
T7 Enzim Karisimi 9 uL
Toplam 30 pL

2. Karisim vortekslendi.

3. 25yl’lik her bir promotor modifiyeli cDNA 6rnek Uzerine, 30 I in vitro

transkripsiyon master karisimi eklendi.
4. 55pl’lik karigim vortekslendi.

5. Elde dilen 55pl'lik in vitro transkripsiyon reaksiyonu karisimi 37°C’de 16 saat

boyunca ve ardindan 4°C’de termal dongu igerisinde inkube edildi.

RNA Purifikasyonu

Amplifiye RNA, RNeasy Mini kit (lot: 74104; Qiagen) kullanilarak saflastirldi.

Yéntem

1. Ornekler vortekslenerek tizerlerine toplam hacim 100 pl olacak sekilde RNase

icermeyen su eklendi.

2. 100 pl'lik karisim 1,5ml’lik ependorf tipe aktarildi.
3. 350 pl RTL tamponu eklendi.

4. 250 pl %100 Etanol eklendi ve pipetle karistirildi.
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5. 700 pllik kangimi giagen mikro kolonlara aktarilarak ldakika, 10 000 rpm’de

santriftj edildi.

6. Yikama tlipUnun altindaki stzintd tekrar kolonlara dékildi ve 1dakika, 10 000

rom’de santriflj edildi.

7. Yikama tupundeki kalan suzuntu uzaklastirildi ve 700 pl RWI tamponu
kolonlara eklendi ve 1dakika, 10 000 rpm’de santrifuj edildi.

8. Yikama tupundeki suzuntl uzaklastinidi.

9. Kolonlara 550 pyl RPE tamponu eklendi ve ldakika, 10 000 rpm’de santrif(j
edildi.

10. Toplama tupundeki stizintu uzaklastirildi.

11.Kolonlara 500 ul, %80 Etanol eklenerek, 2 dakika, 10 000 rpm’de santrifij
edildi.

12. Kolonlar yeni toplama tuplerine yerlestirildi ve 5 dakika, 10 000 rpm’de santrif;
edildi.

13.Elusyon tuplere kolonlar yerlestirildi ve 50 pl nikleaz icermeyen su eklendi ve
1dakika, 10 000 rpm’de santrifuj edildi.

14.ElUsyon tupundeki suzuntu tekrar kolonlara dokuldu ve 1dakika, 10 000 rpm’de

santriftj edildi.

15. Elde edilen RNA -80°C’de kullanilmak Uzere bekletildi.

RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA’nin miktari, spektrofotometrik yontemler ile (NanoDrop 1000, Thermo

Scientific) 6l¢uldu.

RNA konsantrasyonu ve safligi 260 ve 280 nm’de spektrofotometrik olarak
Olculdu. RNA miktarlarinin belirlenmesi igin 260nm’deki absorbsiyon dederi,
kontamine protein miktarinin belirlenmesi i¢cin de 280nm’deki absorbsiyon degeri

kullanildi.
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RNA’lardan Ters transkripsiyonla cDNA eldesi

Her bir 6rnekten(2ug) amplifiye mRNA alinarak, ters transkripsiyonu yapildi.

Yéntem

1. Ornek Uzerine toplam hacim 7ul olacak sekilde lizis tamponu eklendi.

2. Karisim Uzerine 4 pl RT primer karigimi eklendi ve 11 pl RNA-Primer karigimi

vortekslendi.

3. Elde edilen karisim 11 pyl RNA-Primer karisimi 80°C’de 10 dakika ve 4°C’de 2

dakika boyunca termal dongu icerisinde inkube edildi.
4. inkiibasyondan sonra 6érnekler vortekslendi.

5. Ayri bir ependorfta RT Master karigimi hazirlandi.

Cizelge 3.5. Herbir 6rnek i¢in hazirlanan Ters transkripsiyon master karigimi

Kimyasal Kullanilan hacim
RT Tampon 4yl
DTT 2l
dNTP 1l
RT Enzim 1ul
RNase Inhibitér 1ul
Toplam 9l

6. Karisim vortekslendi.

7. 11 yl RNA-Primer karisim i¢ceren her bir drnegin tUzerine 9 pyl RT master karigimi

eklendi.

8. Elde edilen 20 ul karisim vortekslendi ve 42°C’de 60 dakika ve 25°C’de 2

dakika boyunca inkube edildi.
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gRT-PCR Analizi

Elde edilen cDNA'lar kalip olarak kullanilarak TFAM, NEIL1, TDP1 ve PARP1,
genlerinin qRT-PCR (SYBR Green Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR) ile
gerceklestirildi [165,166]. p-Aktin housekeeping geni kullanilarak, geng¢ ve yaslh
fare oositlerde ekspresyonu belirlendi.



Yéntem
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1. 1 pl Primer, 5 yl SYBR Green ve 3 pl NFW olmak Uzere her bir érnek basina

toplam 9 ul reaksiyon karigimi hazirlanip, kuyucuklara dagitildi.

2. Hazirlanan reaksiyon karisimi Gzerine 2ul cDNA eklendi.

3. Uygun PCR programi ayarlanarak deney baslatildi.

Cizelge 3.6. Hedef genlere ait primer dizileri

mTFAM ileri 5-GATGGCGCTGTTCCGG-3, Geri 5-TGGATAGCTACCCATGCTGGA-3'
mNEIL1 ileri 5’ GTGGAGAGGAGGATTTTGCT G-3’ Geri 5-TGGATAGCTACCCATGCTGGA-3'
mTDP1 ileri 5-GTAGTGACGAAAGCGAGGATG-3' Geri 5-CTGTCTCTTGTGTGCAACC TT-3’
mPARP1 | ileri 5- GGCAGCCTGATGTTGAGGT-3’ Geri 5-GCGTACTCCGCTAAAAAGTC AC-3'

gRT-PCR verilerinin karsilastirmali CT yontemiyle analizi

RT- PCR’da esik dongust (CT) deneysel olarak florasan sinyalinin tGglncu ve

onbesinci doéngulsu ile on standart sapma arasinda olgulen florasan sinyallerinin

ortalamasina ulastigi dongl olarak tanimlanir. Karsilastirmali CT yontemi 2 24Ct

olarak tanimlanir ve hedef genin goreceli miktari ile referans gen karsilastirilir.

Genlerin ekspresyon seviyeleri her bir 6rnek icin B-aktin ile standardize edilerek

2-AACt matematiksel modeline gore hasaplanmistir [166].

Hesaplama

1. Tum gen replikasyonlari i¢cin CT degeri hesaplandi.

2. Hedef gen ve beta aktin arasindaki ACt degeri, ACt = Ct (Hedef Gen) —Ct

(Referans gen) matematiksel formul kullanilarak hesaplandi.

3. Replikonlar arasindaki ortalama Ct degderi hesaplandi.

4. Delta Delta Ct deger, AA Ct = A Ct (hedef gen) —Ct (kontrol) matematiksel

formal kullanilarak hesaplandi.

5. Daha sonra katsayi de@erleri 222t hesaplandi.



44

ored ORY Geng ORY Geng- ORY Geng =0 1

U T T T U T 00T 00T TTS<<<<x<x

2

Sekil 3.2. RT-PCR verilerinin kargilastirmali CT yontemiyle analizi

3.3. immiinofloresan Teknigi

%4’lUk paraformaldehitte (USB, Lot: 126101, Cleveland, OH, USA) fikse edilen
geng ve yasl oositler 12 saat sonra, fosfat tampon sollisyonu’na (PBS) aktarilarak
yikandi, daha sonra permeabilizasyon igin %0.1’lik Triton solisyonunda, oda
sicakliginda, 10 dakika bekletildikten sonra tekrar yikanarak %1’lik normal goat
serum’da (invitrogen, Lot: 998215A, Frederick, MD, USA) oda isisinda 30 dakika
bekletildi. PBS ile ylkama asamalarinin ardindan, geng¢ ve yasli fare oositleri,
mouse anti-PARP-1 ( Abcam, ab194586, lot: GR240201-1; MA; USA) ve mouse
anti-TDP1 (Abcam, ab4166, lot: GR82389-1; MA, USA) antikorlariyla +4°C’de
gece boyu inkibe edildi. PBS ile yikama asamalarinin ardindan 37°C’de, 1 saat
boyunca goat anti-rabbit (Lot: 1705912,Life Technologies, Eugene, OR, USA)
sekonder antikoruna etkin birakildi. PBS ile yikama asamalarindan sonra, nukleer
boyanma igin propidium iodide (PHOENIX, Lot: UAD0205M1) sollisyonunda, oda
sicakhiginda 10 dakika bekletildi. Boyanan oositler Zeiss LSM 710 konfokal

mikroskop altinda degerlendirildi.
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3.4. istatistiksel Analiz
Tum veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Veriler Student t test

istatistik programiyla yapildi. P<0,05 degerindeki anlamhlik duzeyi istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kantitatif Gergcek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Yasin oosit mitokondriyonu Uzerine etkisini arastirmak amaciyla, mtDNA tamir
yolaklarinda yer alan genlerin ekspreyonlari farelerden elde edilen her bir oositte

gRT-PCR yontemi ile incelendi bulgular gekil (Sekil 4.1) tablo ve grafik halinde

sunuldu.
12 *
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0 _
TFAM Neil 1 TDP1 PARP1
Gencg 1 1 1 1
Yash 5.89 0.58 10.83 426
p degeri <0.001 0.401 <0.001 0.036

Sekil 4.1. Oositlerde yasin DNA hasar ve tamir genlerinin ifadelenmesi Uzerine
etkisi (*: yasl ve genc gruplar arasindaki fark anlamli)

Geng ve yasli fare oositlerindeki gen ekspresyon seviyelerinin B-aktin seviyesine
farklari alinarak kat degisim degerleri hesaplandi. Kat dedisim degerleri ortalama
+ standart hata olarak gosterildi. Kat degisim degerleri TFAM igin, geng oositlerde
1+0,51; iken yash oositlerde 5,886026347+0,65; NEIL1 icin genc oositlerde
1+0,54; yash oositlerde 0,5792483+0,48; TDP1 icin geng¢ oositlerde 10,51 iken
yasli oositlerde 10,82946+0,40; ve PARP1 geng oositlerde 1+0,69 iken, yasli
oositlerde 4,259443+0,57 olarak saptandi ve gruplara gore veriler sematize edildi
(Sekil 4.1).
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Geng ve yasl oositlerde TFAM ekspresyonlari degerlendirildigine geng gruba gore
yasli grupta istatistiksel olarak anlamh artis izlendi (p<0,001); NEIL1
ekspresyonlari degerlendirildiginde gen¢ gruba goére yash grupta azalma izlendi,
ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamh degildi (p=0,401). TDP1
ekspresyonlari degerlendirildiginde geng¢ gruba gore yasl grupta istatistiksel olarak
anlamli artig izlendi (p<0,001); PARP1 ekspresyonlari degerlendirildiginde de gen¢
gruba gore yash grupta istatistiksel olarak anlamli artis dikkati ¢ekti (p=0,036).

MtDNA paketleme proteini olan ve oksidatif hasarli mtDNA’ya hasarsiz mtDNA’ya
oranla daha fazla baglanan TFAM gen ekspresyonu, yash fare oositlerinde geng
fare oositlerine oranla anlamh derecede artmigti. Bu bulgu, yasla birlikte ROS
birikiminden dolayr, mtDNA hasarinin arttiginin gostergesi olarak kabul edildi.
NEIL1, mtDNA'nin kullandigi baslica tamir yolagi BER’de yer alan, hasarl bazlar
uzerinde etkili, ¢ift fonksiyonlu bir glikozilazdir. NEIL1 gen ekspresyonu, yagli fare
oositlerinde geng¢ farelere oranla azalmistir. mtDNA'nin TFAM tarafindan
paketlenmesi, mtDNA tamir mekanizmasinin hasarli kisma ulagsmasini
sinirlandirmakta  dolayisiyla, tamir oranini  azaltmaktadir. Yasli oositlerde,
TFAM’in yuksek ve NEIL1’in dusuk ifadelenmesinin, yagla birlikte oksidatif DNA
hasarinin  birikmesi nedeniyle vyasla iligkii DNA tamirinde azalmayla

sonuglanabilecegdi kanisina varildi.

MtDNA’nin kullandigi tamir yolaklarindan DNA tek zincir kirik tespitinde yer alan
PARP1 ve tamirinde yer alan TDP1 genlerinin ekspresyonlari yasl fare
oositlerinde geng farelere kiyasla, anlamli derecede yuksek bulundu. Bu bulgular
da oositlerde yasla birlikte DNA tek zincir kiriklarinin arttiginin ve bu kiriklardan
kaynakli hasara dengeleyici bir tamir yaniti olustugunun gostergesi olarak kabul
edildi.

4.2. immiinofloresan Boyama

DNA tek zincir kirik tespit ve tamirinde gorev alan genlerin ekspresyonlarini
belirledikten sonra literatirde bu iki gene ait protein ekpresyonlarina dair
calismalarin yetersiz olmasi nedeniyle ve gRT-PCR bulgularinin protein

yansimasini gézlemlemek amaciyla , geng¢ ve yash fare oositlerinde, PARP1 ve
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TDP1 protein ekspresyonlari, immunofloresan yontemi kullanilarak analiz edildi
(Resim 4.1).Bu calisma teropatik gen tedavisi hedeflenerek planladigi igin,
immunofloresan uygulamalar dejenere olmalari nedeniyle 6zellikle GV oositler
tercih edilerek yapildi.Yasgh fare oositlerinde, geng¢ farelere kiyasla, PARP1 ve

TDP1 protein ifadelenmesinde paralel artig gozlendi.

GV oositlerde mitokondriyonlar enerji gereksinimine gore perinukleer ve perifer
sitoplazmada yerlesim gosterirler. inceledigimiz iki proteinin ekspresyonu da

literature lokalizasyonlarda ayird edildi.

Yasa bagli PARP1 ekspresyonu degerlendirildiginde; DNA tek zincir kiriklarinda
sensor olarak gorev yapan bu gene ait proteinin, geng GV oositlerde perintukleer
ve sitoplazmanin periferinde zayif florasan isaretlenmesi izlenirken, vyasli
oositlerde floresan yansimanin yine perintkleer alanda ancak ¢ok daha kuvvetli
oldugu go6zlemlendi. Yasl oosit sitoplazmasinda PARP1 ekspresyonu geng
gruptan ayricali olarak, belirli bir alanda lokalize izlenirken, bu bulgu

mitokondriyonlarin bazi yash GV oositlerde kiimeler olusturabilecegini gosterdi.

DNA tek zincir kirik tamirinde gérev yapan TDP1 genine ait protein ekspresyonu
diger genden ayricali olarak, periferal sitoplazmada florasan isaretleme gosterdigi
belirlendi. Bu bulgu incelenen oositlerdeki enerji gereksinimin sonucu olarak
degerlendirildi. TDP1 immunofloresan boyamasinin yasl oositlerde geng oositlere
kiyasla, cok daha kuvvetli oldugu saptandi. immiinofloresan bulgulari gRT-PCR

bulgulariyla uyumluluk gosterdi.



TDP1

Resim 4.1.

Geng ve yash fare oositleri anti-PARP-1 (FITC, yesil) ve anti-TDP1
(FITC, yesil) primer antikorlarla isaretlenmesi ve konfokal
mikroskoptaki gorunttsi (X40), Differential interference contrast (DIC),
Kirmizi: Cekirdek, Yesil: Fluorescein isothiocyanate (FITC).
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5. TARTISMA

Oositlerde eneriji ihtiyaci, mitokondriyonlarda gerceklesen oksidatif fosforilasyonla
saglanir [167]. Mitokondriyonlar hlcrenin hayatta kalmasinda, steroid
biyosentezinde, termogeneziste ve apopitozda onemli rol alr [168].
Mitokondriyonlarda gerceklesen ETS, ROS'un en onemli kaynagidir. ROS’lar disi
ureme sisteminde 6nemli rol oynamakla birlikte, oositler ROS’lara asiri derecede
duyarlidir [169]. ROS’larin fizyolojik seviyesi yararli olsa da, ylksek seviyedeki
ROS oosit maturasyonu ve embriyo gelisimine zarara verir.[170].00sit
maturasyonu, dizgun fertilizasyon ve embriyo gelisimi igin ¢ok Onemlidir.
Maturasyon sirasinda oosit gelisir ve hicresel ve molekiler seviyede yeniden
yapilanir. Bu yeniden sekillenmede, ATP’ ye gereksinimi vardir ve ancak yeterli
miktarda ATP ile dizgun ve tam bir sitoplazmik ve nukleer olgunlagsma gergeklesir
[171].

Memelilerin godunda, MIl oositlerde mitokondriyonlar genellikle MIl ig ipliklerinin
etrafina yakin yerde bulunurlar [172-173]. Bu lokalizasyon mitokondriyonlarin ig
ipligi olusumunda ve ig ipligi butunligunin sdrdartlmesinde énemli oldugunun
gostergesidir. ileri yastaki kadin oositlerinde siklikla anormal i ipligi olugumlari,
anormal kromozom dizilimleri ve sonugta da ylksek oranda andploidi gézlenir [22].
Bu anormalliklerin yeterli miktarda ATP saglanamamasindan kaynaklandigi
dusunulmektedir [174].

mtDNA, halkasal, ikili sarmal yapida ve 37 gen kodlar. Toplam uzunlugu yaklagik
16 600 nukleotid uzunlukta olan bu genomdan her organelde onlarca kopya
bulunur [175]. mtDNA koruyucu histonlarla ¢gevrilmemistir ancak mtDNA baglanma
proteini TFAM mtDNA’yl tam anlamiyla 6rtecek miktarda bulunur ve genomun
kondensasyonunu saglar [176]. TFAM, MtDNA replikasyonunda,

transkripsiyonunda ve nukleotidlerin yapisal organizasyonunda gorevlidir [177].

Mitokondriyonlarda sirekli ROS drettildiginden, matrikte yer alan mtDNA kimyasal
hasara yatkindir. Bu durum, gen ifadelenmesi ve ETS aktivitesini dogrudan etkiler
[165]. DNA tamiri ve yaglanma hizinda yer alan pek ¢ok gen s6z konusudur.

Yaslanma ile iliskili oksidatif streste en kritik hedeflerden biri de DNA’dir. Bir
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taraftan DNA bazlari ROS tarafindan modifiye edilirken, diger taraftan DNA tamir
enzimleri bu lezyonlari tamir etmeye ¢aligirlar [167]. mtDNA mitokondriyon i¢
membraninin i¢ kisminda, ROS’larin Uretildigi yerde bulunmasindan dolayi,
oksidatif hasara etkin kalir. Mitokondriyonlarin oksidatif hasarli bazlari kaldirmak
icin endojen DNA onarim mekanizmalari vardir. mtDNA onarim mekanizmasinin

baslica ve en iyi karakterize edilmis olani, BER’dir [178].

BER, oksidasyon, deaminasyon ve alkalizasyonun neden oldugu DNA
modifikasyonlarinin  tamirinde yer alir. BER hem nukleusta hemde
mitokondriyonlarda gergeklesir, mekanizmalari benzerdir ancak mitokondriyonlarin
kendilerine ait bagimsiz bir BER yolagi vardir . Mitokondriyonlarda gerceklesen
BER'de yer alan bitiin enzimler, nukleusta kodlanir ve mitokondriyonlara
gonderilir [93]. BER yolagi 3 basamakta gerceklesir, modifiye bazin taninmasi ve
cikarilmasi, meydana gelen AP kisminin igslenmesi, dogru nukleotidlerin eklenmesi

ve zincir ligasyonu [179].

Hamatani ve arkadaslar, mtDNA’da kodlanan ve mitokondriyal elektron tasima
zincirinde yer alan genlerden mt-Nd3, mt-Atp6 ve mt-Co1-3’ln, yasl oositlerde ¢ok
fazla eksprese edildigini saptamislardir. Tam tersi olarak, nukleer genomda
kodlanan fakat enerji yolagi ve mitokondriyon fonksiyonunda gorevli olan genlerin
de genc¢ oositlerde eksprese edildigini gozlemlemislerdir. Arastiricilar, genlerin
ekspresyonlarindaki bu degisimlerin yasli oositlerde ATP Uretimindeki azalmaya

bagli oldugu kanisina varmislardir [180].

Daha dnce yapilan bir calismada BER’de yer alan proteinlerin mitokondriyon i¢
zarinda, TFAM ile birlikte yerlesim gosterdigi saptanmigtir [181] Canugovi ve ark.;
BER'de yer alan proteinler ile TFAM’in birlikte lokalize olmalari ve hasarli DNA'yi
ortak hedef olarak tercih etmeleri nedeniyle galigmalarinda TFAM’in BER’deki ve
mtDNA hasarindaki rolind  HelLa hucrelerinde arastirmiglardir. Calismanin
sonucunda, TFAM’in, hasarsiz ve tercihen hasarli mtDNA’ya baglandigini ve BER
yolaginda yer alan, glikozilaz, AP-endontkleaz ve DNA polimeraz basamaklarinin

aktivitesini dusurdugunu saptamiglardir [182].
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Bizim calismamizda da yasin oosit mtDNA hasari Uzerine etkisini belirlemek
amaciyla, mtDNA paketleme proteini olan TFAM’in, gen ekspresyonu geng ve
yasli farelerden elde edilen her bir oositte gRT-PCR ydntemiyle incelendi.
Sonugta; TFAM gen ekspresyonunun yasli fare oositlerinde, geng fare oositlerine
kiyasla anlamli derecede artmis oldugu izlendi (Bkz. Sekil 4.1). Bu bulgu, yasla
birlikte mitokondriyonlarda uretilen ROS birikiminden kaynakli, mtDNA hasarinin

arttiginin gostergesi olarak kabul edildi.

BER yolaginin ilk basamaginda, hasarli bazin taninmasi ve gikariimasinda DNA
glikozilazlar yer alir. Memeli mitokondriyonlarinda bilinen 4 tane ¢ift fonksiyonlu
glikozilaz vardir bunlar: 8-oxoguanine DNA (glikozilaz-1 (OGG1), E. coli
endonuclease Il homologu NTH1, Nei-like DNA glikozilaz 1 ve 2 (NEIL1 ve
NEIL2) glikozilazlardir [98,102].

NEIL1 ekspresyonunun degerlendirildigi literatur bilgileri kisith olmakla birlikte,
yapilan bir ¢alismada, farelerde beyin korteks ve hippokampls bodlgelerine ait
mitokondriyonlarda yasa bagli mtBER basamaklari, bu basamaklari katalizleyen
DNA glikozilazlardan; OGG1, UNGL1, NHT1, NEIL1 ve APE enzimlerinin aktiviteleri
degerlendiriimigtir. Calismamanin sonucunda, DNA glikozilaz aktivitelerinin,
hippokampus mitokondriyonlarinda, kortikal mitokondriyonlara gbére daha dusuk
oldugu saptanmig, kortikal mitokondriyonlarda DNA glikozilaz aktivitelerinin orta-
yasta en Ust noktaya ciktidi, ileri yaslarda ise anlamli derecede dustugu izlenmistir
[183].

Biz de calismamizda gencg ve yasli fare oositlerinde, NEIL1 gen ekspresyonunu
gRT-PCR yontemi ile incelendik. Gredilla ve arkadaslarinin bulgularina kosut,
bizim calismamizda da, NEIL1 gen ekspresyonu yasli fare oositlerinde, geng fare
oositlerine kiyasla azalma goésterdigi saptandi (Bkz. Sekil 4.1).

BER yolag: ile ilgili bulgularimiz, literatir destegi ile degerlendirildiginde yasla
birlikte artan hasarli mtDNA’ya, TFAM’in yuksek affiniteyle baglanmasi sonucunda,
mtDNA tamir mekanizmasinda yer alan enzimlerin hasarli alana ulagsmasini
sinirlandigi, bu durumun da TFAM’in mtDNA tamir oranini dusurmus olabileceqgi

kanisina varildi. Yasl oositlerde, TFAM’in yuksek ve NEIL1in dusuk
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ifadelenmesinin ise yagla birlikte artan oksidatif DNA hasarinin birikmesinden

dolaysi, ilerleyen yasta DNA tamirinde azalma olabilecegini dusundurdu.

DNA tek zincir kirik tamiri, ROS tarafindan indtklenen DNA hasarina yanit olarak
gerceklesir [27,184]. Tek zincir DNA kirik tamiri, BER’in alt yolagi olarak, 3’ ve 5’
DNA uclarinin duzenlenmesinde yer alir [185]. Tek zincir DNA kirik tamir
basamaklarinda, BER’de yer alan basamaklardan ilk ikisi olan; hasarli bazin

uzaklastiriimasi ve abazik kismin dizenlenmesi yer almaz [27].

PARP1 DNA tek zincir kiriklarinin tamirinde yer alan ve nikleer DNA’'da kodlanan
sensor bir gendir. mtDNA’da lokalize oldugu ve mtDNA’nin tamirinde yer aldigi
dusunuldr [121]. PARPT’in tek zincir kiriklarini tanimasinin ardindan, DNA tamir
enzimlerinin  DNA’'nin hasarli bdlgesine baglanmalari saglayarak reaksiyon
kaskadini baglatir [186-187].

Bizim calismamizda da PARP1 gen ekspresyonu, yapilan tek hicre gRT-PCR
analizinde, yash fare oositlerinde geng¢ fare oositlerine kiyasla artmis olarak
izlendi. Bu bulgu 122 ve 124 in bulgularina kosut, yasla birlikte olasilikla artan
DNA tek zincir kiriklarinda PARP1 ‘in sensor olarak gorev yaptiginin kaniti olarak
kabul edildi.

TDP1 DNA 3’ ucundaki fosfodiester bagini hidrolize eden ve 3’-fosfoglikolate, 3’-
abazik kisimlar, 3’-nUkleozidaz aktivitesi olmak Uzere, genel olarak DNA'nin 3’-
uclarinin islenmesinde yer alan bir tamir enzimidir. TDP1 mitokondriyonda
belirlenmis olan, 3’-DNA uglarinin dizenlenmesinde yer alan, tek enzimdir[124].
Tek zincir DNA kirik tamirinde TDP1, sensdr gen olan PARP1 ile etkilesim
halindedir [188].

Yapilan bir ¢alismada, oldukga yaygin kullanilan antikanser ve antiviral bir ilag
olan zincir-sonlandirici nikleozid analoglari (CNTA)'nin indukledigi nikleer ve
mitokondriyal DNA hasarinda TDP7T’in roli; TDP1'den yoksun ve normal
farelerden elde edilen DT40 hacrelerinde arastinimistir. Calismada, asiklovir
(ACV), cytarabine (Ara-C), zidovudine (AZT) ve zalcitabine (ddC) olmak tzere doért
adet CNT analogu kullanimistir. Calimada DT40 hucreler, ACV ve Ara-C etkin
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birakildiklarinda nukleer DNA hasari, AZT ve ddC etkin birakildiklarinda da

mitokondriyon hasari meydana getirmislerdir.

Calismanin sonucunda arastiricilar; nDNA'da; TDP1’in, DNA'’nin 3’OH ucuna
kovalent bagh CNTA’lari uzaklastirabildigini géstermislerdir. Hucreler CTN
analoglarindan ACV ve Ara-C'ye etkin birakildiklarinda, TDP1'den yoksun
hacrelerin DNA hasarina daha duyarli oldugu ve daha fazla DNA hasari
biriktirdiklerini saptamiglardir. Bunun sonucunda da TDP1’in CTNA ile indiklenmis

DNA hasar tamirinde yer aldigi kanisina variimigtir.

Calismanin devaminda; AZT ve ddC ile induklenen mitokondriyon fonksiyon
bozuklugunda, TDP1’in mtDNA tamirindeki rolt arastiriimistir. AZT ve ddC ile etkin
kalmanin, TDP1'den yoksun hucrelerde mtDNA’da yodun hasara neden oldugu
saptanmistir. Bu bulgular 1siginda arastiricilar, CTN analoglariyla indiklenen
nukleer ve mitokondriyal DNA hasar tamirinde TDP71'in 6nemli rol aldigini

vurgulamiglardir [189].

Bizim ¢alismamizda Sharyin ve arkadaslarinin arastirmalarindan farkl olarak geng
ve yasl fare oositlerinde DNA tek zincir kiriklarinin tamirinde gérev alan TDP1’in
gen ekspresyonu, qRT-PCR yodntemiyle arastirildi. Deneyler sonucunda, TDP1
gen ekspresyonunun yasl fare oositlerinde, geng¢ fare oositlerine oranla anlamli

derecede yuksek oldugu izlendi (Bkz. Sekil 4.1).

PARP1 ve TDP1 gen ekspresyon bulgulari bir arada degerlendirildiginde,
oositlerde yasla birlikte DNA tek zincir kiriklarinin arttigi, bununla baglantili sensor
gen olan PARP1 ve bir tamir geni olan TDP1’in orantili olarak artip, bu kiriklara

karsi dengeleyici bir tamir yaniti olusturdugu sonucuna varildi.

Fam ve ark. 2013 yilinda yaptiklari galismalarinda gesitli insan dokularinda TDP1
protein ekspresyonunu immunohistokimyasal, immunofloresan ve QqRT-PCR
teknikleriyle incelemislerdir. Calismada 39 haftalik erkek fetls, 6 haftalik kiz yeni
dogan ve 16 vyasinda kadindan elde elde edilen dokularda yaptiklar
immunohistokimyasal boyamalar sonucunda TDP1’in adrenal kortikal ve medullar

hicrelerde, 6zofagusta, midede, bébreklerde, dalakta beyaz pulpada, primer oositi



56

cevreleyen folikuler hucrelerde, akcigerde tip Il pinomositlerde sitoplazmik ve
nukleer ekspresyon, pinomosit | ‘de, ovaryumlarda primer oosit sitoplazmasinda,
iskelet kasi hlcrelerinde sadece sitoplazmik ekspresyon gosterdigini
belirtmislerdir. insan iskelet kasi dokusunda yapilan TDP1 isaretlemelerinde
tutulumun sitoplazmik olmasi ve daha 6nce meme kanserli hucrelerde [190]
TDP7’in sitoplazmik tutulumunun gosterilmesinin ardindan aragtirmacilar TDP’in
mitokondriyonlarda vyerlesik olabilecegini dislinmis ve insan iskelet kasi
hicrelerinde TDP’in ve sitokrom c¢ ile immonreaktivitesini immunofloresan

yontemle gostermislerdir.

Ayni arastiricilar, sitoplazmik TDP1 ekspresyonunu kulture edilmis insan dermal
fibroblast hlicrelerinde, oksidatif stres uygulanmasi sonrasinda degerlendirmisler
ve sonugta oksidatif streste sitoplazmik TDP1 ekspresyonun arttigini dolayisiyla
Ozellikle mitokondriyonlarda lokalize oldugunu belirlemiglerdir. Arastirmacilar son
olarak gRT-PCR yontemi kullanarak TDP1 ekspreyonunun oksidatif streste
arttigini onaylamislar.Calismanin sonucunda, kultire insan dermal fibroblast
hicrelerinde TDP1’in mitokondriyonda isaretlendigi ve oksidatif stresle birlikte
artan mtDNA hasar tamirinde sitoplazmik TDP1’in rolu oldugu vurgulanmistir
[191].

TDP1’in protein duzeyindeki ekspresyonu ve hucresel lokalizasyonunun yaninda
Marianna ve arkadaslari, sensér gen olan PARP1'in protein dizeyindeki
ekspresyonu ve hicre lokalizasyonunu 2009 yilinda yayinladiklari ¢alismalarinda
gostermiglerdir. Arastiricilar insan FB 1329 fibroblast huacreleri ve Hela
hicrelerinde PARP1 protein ekspresyonunu ve lokalizasyonunu, sirasiyla Western
blot analizi ve lazer konfokal mikroskop ile incelemislerdir. Calismanin sonucunda
PARP1 protein ekspresyonu izole mitokondriyonlarda Western blot yontemi ile
g6zlenmistir. Bu calisma PARP7T’in miokondriyal lokalizasyonunun ilk olarak
gosterilmesi nedeniyle de onculdur. Arstiricilar bir mitokondriyal protein olan
mitofilin ve PARP1 ile yaptiklari ikili boyamalarda mitofilin ile birlikte boyanma
gosteren PARP7T’in  mitokondriyonlarda lokalize oldugunu gostermislerdir.
Aragtiricilar PARP1’'in mtDNA hasar sinyalinde veya tamirinde rol alabilecegini

vurgulamiglardir [192].
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Bizim calismamizda da, literatire uygun olarak, gen ekspresyon calimalarimizi
destelemek ve PARP1 ve TDP1 protein ekspresyon ve lokalizasyonlarini
g6zlemlemek amaciyla, geng ve yasli fare oositlerinde, immunofloresan teknigiyle
boyamalar yapilmis ve konfokal mikroskop ile degerlendirilmistir. Sonug olarak
yasli fare oositlerinde, geng¢ fare oositlerine kiyasla, PARP1 ve TDP1 protein
ifadelenmesinde parallel artis gozlenmigtir (Bkz. Resim 4.1). PARP1’in ozellikle
perintkleer alanda, TDP7T’in ise perifer sitoplazmada ekspresyonlarinin yasl
oositlerde, gen¢ oositlere kiyasla, daha kuvvetli oldugu izlenmistir (Bkz. Resim
4.1).
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6. SONUG VE ONERILER

Oositlerde yaslanmayla baglantili mtDNA tamir mekanizmalarindaki degisikliklerin
molekller genetik teknikler ve immunofloresan yontemleri ile incelemeyi
amagcladigimiz galismamizda mitokondriyal DNA tamir yolaklarindan BER ve DNA

tek zincir kiriklarinin tamirinde etkin gesitli genler arastirildi.

BER yolaginda yer alan ve oksidatif DNA hasarinda artan TFAM’'In yasla birlikte
ekspresyonunun arttigi, bu yolakta bir tamir geni olan NEIL1 ekspresyonunun ise
azaldigi qRT-PCR yontemi ile belirlendi. Bu bulgu i1siginda histona sahip olmayan
mtDNA’larda koruyucu olarak davranan TFAM’In yasla birlikte mtDNA’da yogun
eksprese olarak, tamir geni olan NEIL1’in hasarli alana ulasmasini sinirladigi, bu

nedenlerle yasli farelerde NEIL1 ekspresyonunun azalmis olabilecegi diisiinildi.

DNA tek zincir kiriklarinin tespitinde rol alan PARP1 ve tamirinde iglevsel gen olan
TDP1 gen ekspresyonlarinin qRT-PCR analizinde yasla birlikte bu iki genin
ifadelenmesinin  arttiyi  saptanmis olup, bu bulgular protein dizeyinde
immunofloresan ydntemlerle de desteklenmistir. immunofloresan bulgular bu iki

genin mtDNA’da lokalize oldugunu da dogrulamistir.

Bulgularimiz, fare oositlerinde, yasla birlikte oksidatif mitokondriyon DNA hasari ve
tek zincir DNA kiriklarinin  birikimi arasinda kuvvetli iligkili oldugunu
gostermektedir. Calismamizin sonuglari, yasla birlikte oosit mitokondriyon
fonksiyonlarinin  degistigini  desteklemektedir. Bu  degisikliklerin,  oosit
mitokondriyonunun diger fonksiyonlarini etkileyip etkilemedigini belirlemek

amaciyla konu ile ilgili ileri aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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